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Avant-propos 
 
La mort subite d’origine cardiaque est une cause principale de la mortalité cardio-vasculaire et  
constitue un enjeu de santé publique avec 250 000 à 400 000 décès par an aux Etats-Unis 
(Towbin et al. 1995). Le décès est dû à un trouble aigu du rythme cardiaque, le plus souvent 
secondaire à une cardiopathie ischémique. Plus rarement, le trouble du rythme peut être 
d’origine héréditaire, comme lors de la tachycardie ventriculaire polymorphe 
catécholaminergique (TVPC). La TVPC est une pathologie arythmogène héréditaire rare, 
responsable de mort subite chez l’enfant ou l’adulte jeune.  Le diagnostic de la TVPC est 
difficile et se fait sur l’anamnèse et les données électrocardiographiques (ECG, épreuve 
d’effort, Holter). Une fois le diagnostic établi, le traitement repose sur les β-bloquants, le 
flécaïnide, et éventuellement la mise en place d’un défibrillateur implantable. 
Plusieurs gènes ont été impliqués dans la TVPC : RYR2, CASQ2, TRDN, et CALM1, qui 
codent des protéines impliquées dans l’homéostasie calcique cardiaque. La génétique 
moléculaire occupe une place importante dans la prise en charge de cette pathologie car elle 
permet, une fois la ou les mutation(s) causale(s) identifiée(s) chez le proband, de réaliser un 
diagnostic présymptomatique chez les apparentés afin de mettre en place un traitement 
prophylactique chez les individus à risque.  
Les mutations du gène RYR2 sont impliquées dans plus de la moitié des cas de TVPC, 
associées à une transmission autosomique dominante de la maladie. Les autres gènes sont 
beaucoup plus rarement impliqués (<10%) et associés à une transmission autosomique 
récessive de la pathologie. 
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Mon mémoire a porté sur l’étude des mutations du gène CASQ2 identifiées au laboratoire de 
Biochimie Génétique et Moléculaire du CHU de Grenoble de 2007 à 2013.  
 
Le gène CASQ2 code pour la calséquestrine de type 2 (Casq2), une protéine présente dans le 
reticulum sarcoplasmique (RS) des cardiomyocytes, qui a un rôle dans le stockage, la 
chélation et la libération du calcium nécessaire à la contraction cardiaque. 
Peu de mutations sont à ce jour décrites pour ce gène, et l’identification de nouveaux variants 
peut poser des problèmes d’interprétation, particulièrement quand il s’agit de mutations faux-
sens, de mutations synonymes ou de mutations introniques profondes, dont la pathogénicité 
est difficile à évaluer. Les mutations du gène CASQ2 sont de nature hétérogène. Des 
mutations non-sens, des microdélétions, des mutations d’épissage ou des mutations faux-sens 
sont rapportées. Mon travail a consisté recenser les mutations du gène CASQ2 identifiées en 
Biochimie Génétique et Moléculaire, à étudier leur impact potentiel sur l’épissage et à initier 
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I. La contraction cardiaque   
 
A. Anatomie du cœur et circulation sanguine 
 
Le cœur est constitué de quatre cavités, l’oreillette droite (OD) et le ventricule droit (VD) qui 
constituent le « cœur droit », et l’oreillette gauche (OG) et le ventricule gauche (VG) qui 
forment le « cœur gauche ». Il existe un système valvulaire qui permet d’orienter le flux de 
sang, avec la valve mitrale entre l’OG et le VG, la valve triscuspide entre l’OD et le VD,  la 
valve aortique à la sortie du VG et la valve pulmonaire à la sortie du VD. 
Histologiquement, la paroi cardiaque est composée de trois couches, l’épicarde, une 
membrane fibreuse qui se trouve sur la face externe du coeur, l’endocarde qui tapisse 
l’intérieur de cœur, et entre les deux le myocarde qui est la composante musculaire du cœur. 
Lors de la circulation sanguine, le sang oxygéné est ramené des poumons au cœur via les 
veines pulmonaires, passe dans l’oreillette gauche, puis dans le ventricule gauche, et est éjecté 
vers l’aorte. Le sang irrigue les tissus, puis est ramené par le système veineux systémique vers 
le cœur droit. Le ventricule droit éjecte à son tour le sang veineux vers les poumons, via 
l’artère pulmonaire, puis le sang revient vers le cœur gauche. Chaque battement cardiaque est 
composé d’une phase de contraction musculaire appelée systole, suivie d’une phase de 
relaxation appelée diastole. 
 
B. L’activité électrique cardiaque 
 
Le myocarde est un muscle strié à commande involontaire : on parle d’automatisme 
cardiaque. Des cellules myocardiques spécialisées, les cellules nodales, génèrent un courant 
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électrique de façon spontanée. Elles sont organisées en un tissu nodal, qui forme ainsi les 
voies de conduction (Figure 1). 
Le tissu nodal est composé d’un nœud sinusal, qui génère les impulsions, d’un nœud auriculo-
ventriculaire qui reçoit et ralentit l’influx reçu pour permettre la synchronisation entre les 
contractions auriculaires et ventriculaires, et d’un faisceau de His qui se divise en deux 
branches, chacune destinée à un hémicoeur, et qui se ramifient pour porter le nom de réseau 
de Purkinje, permettant la transmission aux deux ventricules. 
 
Figure 1 : Le tissu de conduction cardiaque (d’après Kreuzberg et al. 2006). 
 
 
Au niveau cellulaire, les impulsions électriques se propagent sous la forme de potentiels 
d’action (PA), correspondant à une phase de dépolarisation de la membrane cellulaire, très 
rapide, suivie d’une phase de repolarisation de la membrane cellulaire avec retour au potentiel 
membranaire de repos (Figure 2). 
Le potentiel d’action est divisé en cinq phases distinctes. La phase 0 correspond à la 
dépolarisation rapide : le potentiel intracellulaire de la membrane passe de sa valeur négative 




Faisceau de His 
Branches gauche et droite 
du faisceau de His 
Réseau de Purkinje 
Myocarde 
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repolarisation rapide précoce. Ensuite la phase 2 correspond à la phase de plateau du potentiel 
d’action. Elle correspond à une repolarisation lente qui peut durer plusieurs centaines de 
millisecondes. La phase 3 est dite de repolarisation finale rapide. Cette repolarisation rapide 
résulte de l’activation de courants potassiques sortants combinés à l’inactivation des courants 
calciques entrants. Enfin, la phase 4 est celle du potentiel transmembranaire de repos pour les 
cellules myocardiques. 
 
Figure 2 : Le potentiel d’action d’un cardiomyocyte ventriculaire 
(http://medsante.med.univ-rennes1.fr) 
 
Phase 0 : dépolarisation rapide 
Phase 1 : repolarisation rapide précoce 
Phase 2 : plateau 
Phase 3 : repolarisation finale rapide 
Phase 4 : potentiel de repos 
 
 
Les potentiels d’action sont la somme électrique de plusieurs évènements qui résultent de 
mouvements ioniques passant à travers différents canaux ioniques voltage-dépendant. 
On peut trouver parmi eux un canal sodique Nav 1.5, dont l’activation est responsable de la 
phase 0 ou dépolarisation rapide (entrée de sodium dans la cellule), un canal calcique Cav1.2, 
dont l’ouverture entraîne une entrée de calcium (phase 2), et quatre canaux potassiques Kv4.3, 
Kv7.1, Kv11.1, et Kir2.1, responsables d’une sortie de potassium à tendance repolarisante 
(phases 1 à 4). 
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L’électrocardiogramme (ECG) permet d’enregistrer l’activité électrique du cœur de surface, 
en utilisant des électrodes appliquée sur la peau d’un sujet (Figure 3). L’ECG est un outil 
diagnostique qui permet d’observer, entre autres, des troubles du rythme en pathologie 
cardiaque où le tracé apparaît alors modifié. 
 
Figure 3 : Tracé électrocardiographique normal 
 
Ce schéma montre un schéma d’un enregistrement ECG normal. On distingue trois phases : 1. l’onde P correspondant à la 
dépolarisation auriculaire, 2. le complexe QRS correspondant à la dépolarisation ventriculaire et la repolarisation auriculaire, 
et 3. l’onde T correspondant à la repolarisation ventriculaire. 
 
 
C. Le cardiomyocyte, unité fonctionnelle de la contraction 
 
Le tissu myocardique est composé de cellules contractiles : les cardiomyocytes. Ces cellules 
présentent des similitudes avec les cellules du muscle squelettique, comme leur capacité à se 
contracter. Elles ont également un aspect strié, car leur cytoplasme est rempli de myofibrilles, 
des structures tubulaires allongées d'un diamètre de 1 à 2 µm, elles-mêmes constituées de 
sarcomères, l’unité contractile du cardiomyocyte. Un sarcomère est défini en microscopie 
comme le segment qui s’étend d’une ligne Z à une autre (Figure 4). Il est constitué de 
filaments fins et épais. Un filament fin est constitué d’actine, de tropomyosine, et de 
troponines différentes (I, C et T). Quant aux filaments épais, ils sont formés de myosine. 
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Figure 4 : L’unité sarcomérique (Zöllner et al. 2012). 
 
Représentation schématique d’unités sarcomériques mises en parallèle avec une image obtenue par microscopie électronique. 
 
 
A la différence du rhabdomyocyte, le cardiomyocyte est une cellule mononucléée, résultat 
d’une fusion de plusieurs myoblastes. Par ailleurs, les cytoplasmes des cellules cardiaques 
sont en communication directe via de nombreuses jonctions communicantes, ce qui permet à 
l’ensemble de ces cellules de se comporter comme un syncytium. 
 
La contraction de la cellule est Ca2+ et adénosine triphosphate (ATP) dépendante. Elle est 
rendue possible par le glissement des filaments épais sur les filaments fins, et se déroule en 
plusieurs phases (Figure 5) : 
1. Le Ca2+ intracellulaire se fixe sur le site spécifique de la troponine C. Cette fixation 
modifie la conformation de la molécule de tropomyosine, qui glisse alors dans la 
profondeur de la gouttière de la chaîne hélicoïdale d'actine, libérant ainsi les sites de 
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fixation spécifiques de la myosine présents sur la molécule d'actine. Les têtes globulaires 
de myosine se fixent alors sur les sites spécifiques de l'actine. Dans le même temps, la 
fixation du Ca2+ sur la troponine C permet la levée de l'inhibition exercée par la troponine 
I sur l'activité ATPasique de la tête de myosine. Cette activité ATPasique permet, en 
présence d’ions Mg2+ l’hydrolyse de l'ATP en adénosine diphosphate (ADP) et phosphate 
inorganique (Pi).Tout ceci aboutit à la formation d'un complexe Actine-Myosine-ADP-Pi. 
2. Le Pi, dans un premier temps, puis l'ADP, dans un second temps, se détachent de ce 
complexe, ce qui permet une modification de l'angle formé par les têtes de myosine fixées 
à l'actine et donc un glissement des filaments d'actine sur les filaments de myosine. La 
traction au niveau des deux extrémités d'un filament épais de myosine s'effectue en sens 
opposé. 
3. Le complexe actine-myosine reste stable et seule la présence d'une nouvelle molécule 
d'ATP permet la rupture de la liaison entre l'actine et la myosine, le redressement des têtes 
de myosine et la formation d'un nouveau complexe myosine-ATP. Si la concentration en 
Ca2+ est suffisamment élevée, le cycle se reproduit. 
 


















a : L’ATP se fixe sur son site spécifique au niveau de la tête de la myosine. b : L’ATP est hydrolysée en ADP et Pi 
permettant à la tête de myosine de pivoter vers le filament d’actine. c : La liaison d’un ion Ca2+ à la troponine C (TnC) induit 
un changement conformationnel du complexe, permettant le mouvement de la tropomyosine autour du filament d’actine 
(flèche mauve). d : Le relâchement de l’ADP et du Pi par la tête de myosine aboutit à son extension, permettant le glissement 
des filaments. L’ATP se refixe rapidement sur son site spécifique, ainsi la myosine se détache de l’actine, permettant au cycle 
de se répéter. 
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D. Le couplage excitation-contraction  
 
Le stimulus électrique aboutit donc à la contraction cardiaque, grâce au rôle central du 
calcium qui permet l’interaction actine-myosine. Le couplage excitation-contraction (CEC) 
est ainsi défini comme l’ensemble des phénomènes par lesquels l’excitation électrique aboutit 
à la contraction musculaire (Bers 2002).  Il est rendu possible dans le cœur au niveau de la 
dyade, une zone de rapprochement entre deux structures membranaires particulières, les 
tubules transverses (tubules T) et le reticulum sarcoplasmique (RS) (Figure 6) : 
• les tubules T sont des invaginations de la membrane cellulaire du cardiomyocyte. 
Elles permettent la conduction de l’onde électrique vers la dyade. 
• le RS est un organite intracellulaire spécialisé dans le stockage et la libération du 
calcium. Il est organisé en un réseau longitudinal le long des sarcomères, et en un 
réseau terminal au niveau de la dyade : le RS jonctionnel (RSj). 
 
Figure 6 : La dyade, lieu du CEC (Faggioni et al. 2012). 
Lors de l’arrivée du PA, le 
DHPR s’ouvre et entraîne une 
augmentation locale de Ca2+ 
cytoplasmique. Cet influx 
modéré de calcium active le 
canal RyR2 qui lui fait face, qui 
s’ouvre à son tour, conduisant à 
une sortie massive de calcium du 
RS vers le cytoplasme. Le RS 
permet le stockage de Ca2+ dans 
la cellule et sa libération rapide 
dans le cytoplasme grâce au 
canal RyR2 et à des protéines 
associées dont Casq2, principale 
protéine chélatrice du calcium 
dans le RS. La concentration 
locale en Ca2+ augmente, 
atteignant 1µM, activant les 
unités myofibrillaires. Le 
repompage de Ca2+ vers le RS 
est assuré par une pompe Ca2+-
ATPase, la SERCA2a, et une 
partie sort vers le milieu 
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Le CEC est réalisé par un assemblage macromoléculaire appelé le complexe de relâchement 
du calcium (CRC) situé au niveau de la dyade et centré sur deux canaux calciques : 
- le récepteur des dihydropyridines (DHPR) situé sur la membrane plasmique au niveau 
du tubule T. 
- le récepteur de la ryanodine de type 2 (RyR2) situé, en face, sur la membrane du RSj. 
 
Le CEC est donc le carrefour du mécanisme qui permet à l’influx électrique d’aboutir à une 
contraction. A chaque battement cardiaque, lors de la dépolarisation membranaire, le DHPR 
s’ouvre et un influx modéré de calcium entre dans le cytoplasme (Figure 6). Cet influx active 
et ouvre le canal RyR2 situé sur la membrane du RS, ce qui a pour conséquence une sortie 
massive de Ca2+ dans le cytoplasme. Le calcium ainsi massivement libéré, va permettre 
l’activation des unités myofibrillaires et aboutir à la contraction cardiaque. En diastole, une 
partie du Ca2+ est repompé dans le RS du Ca2+ par la SERCA2a, une pompe Ca2+-ATPase, et 
une partie du calcium est exclu hors de la cellule via le NCX, un échangeur Na+/Ca2+ situé sur 
la membrane plasmique. 
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E. Le complexe de relâchement du calcium (CRC) 
 
Le CRC est un complexe macromoléculaire composé des canaux calciques DHPR et RyR2 et 
de nombreuses protéines associées, principalement la calséquestrine de type 2, la triadine et la 
junctine (figure 7). 
 
Figure 7 : Schéma du Complexe de relâchement calcique (CRC) 
 
Le CRC se situe au sein de la dyade représentée en fuchsia à gauche, on y voit des canaux RyR2 faisant face à des DHPR. A 
droite, on voit en détail les protéines du CRC, avec le RyR2 (jaune or), le DHPR (bleu), Casq2 (turquoise), la triadine 
(fuchsia), la junctine (jaune pâle), FKBP12.6 (vert clair) et la calmoduline (vert foncé). 
 
1. Le récepteur des dihydropyridines ou DHPR 
C’est un canal calcique voltage dépendant de type L (long lasting). Il est composé de 5 sous-
unités. La sous-unité α1 forme le pore alors que les 4 autres, α2, β, δ, et γ jouent un rôle de 
régulation. Ce canal sensible au voltage s’ouvre lorsque le potentiel d’action  a été déclenché, 
il laisse alors passer des ions calcium en faible quantité, qui vont à leur tour activer 
l’ouverture du canal RyR2. Des mutations de la sous-unité α1 cardiaque sont décrites dans le 
syndrome de Timothy (atteinte multisystémique avec QT long congénital). 
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2. Le canal calcique calcium-dépendant RyR2  
Il fait partie de la famille des récepteurs à la ryanodine, qui comprend trois isoformes : 
• RyR1 est fortement exprimé dans le muscle squelettique, et à bas niveau dans le 
cœur, le muscle lisse (Neylon et al. 1995) ainsi que d’autres tissus comme l’estomac, 
le thymus, le rein (Nakai et al. 1990) le cervelet, les cellules de Purkinje (Marks et 
al.1989).  Il a été montré récemment qu’il était également exprimé dans les 
lymphocytes B (Vukcevik et al. 2010). 
• RyR2 est très exprimé dans le muscle cardiaque (Nakai et al. 1990), les cellules de 
Purkinje du cervelet et du cortex cérébral (Lai et al. 1992), et à bas niveau dans 
l’estomac, les reins, le thymus (Kuwajima et al. 1992). 
• RyR3 se retrouve dans différents tissus tels que le muscle squelettique, le muscle 
lisse (Neylon et al. 1995), ainsi qu’au niveau cérébral (Hakamata et al. 1992). 
 
Le RyR2 est une grande protéine (4967 acides aminés), il est codé par le gène RYR2, et il 
présente 65% (Hakamata et al. 1992) de similitude de séquence avec les deux autres 
isoformes. 
RyR2 est le principal canal calcique du RS dans le muscle cardiaque. Ce récepteur est un 
homotétramère de poids moléculaire (>500kDa/ sous-unité), formé d’une majeure partie N-
terminale cytoplasmique (90% de la protéine), qui contient les sites responsables de la 
régulation du canal sur son versant cytoplasmique, et une partie C-terminale 
transmembranaire, qui participe à la formation du pore permettant le passage des ions Ca2+ à 
travers la membrane du RS.  
La régulation de RyR2 par différentes protéines régulatrices est essentielle à l’homéostasie 
calcique cardiaque. Les principales protéines régulatrices cytoplasmiques sont la calstabine 2 
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ou FKBP12.6 et la calmoduline ainsi que des kinases et phosphatases. Au niveau du réticulum 
sarcoplasmique, Casq2, la junctine et la triadine jouent un rôle important. 
Le calcium est le facteur de régulation le plus important de l’ouverture et de la fermeture de 
RyR2 (Chen et al. 1994). RyR2 possède deux sites cytosoliques de fixation du calcium, l’un 
de haute affinité est responsable de son ouverture lors du CRC, et l’autre de faible affinité 
joue un rôle lors de son inactivation à la fin du CRC (Bezprozvanny et al. 1991). Le RyR2 est 
également sensible au Ca2+ intraluminal du RS, même si le mécanisme de régulation est 
incertain (Lanner et al. 2010).  
3. La triadine cardiaque  
C’est  une protéine transmembranaire du RS. Elle est codée par le gène TRDN, qui peut, par 
épissage alternatif donner quatre isoformes différentes de cette protéine. 
L’isoforme cardiaque, CT1 (cardiac triadin 1), interagit avec RyR2 et Casq2 grâce à sa partie 
luminale, côté C-terminal, via un domaine composé d’une alternance de lysines et de 
glutamates. L’interaction avec Casq2 se fait entre les résidus situés entre 210 et 224 de la 
triadine, et une région riche en aspartates (chargés négativement) de Casq2 situés entre les 
acides aminés 354 à 367. Cette interaction est de type « polar zipper » (Kobayashi et al. 
2000). Cette protéine pourrait un rôle dans l’organisation structurale du CRC (Fourest-
Lieuvin et al. 2012), la modulation de l’activité canalaire de RyR2 (Gyorke et al. 2004), ou 
l’ancrage de Casq2 à RyR2 (Guo and Campbell et al. 1995). 
4. La junctine 
C’est une protéine codée par le gène ASPH, exprimée spécifiquement dans les muscles 
cardiaque et squelettique. Ce gène produit par épissage alternatif également deux autres 
protéines : la junctate et la protéine aspartate β hydroxylase (ou ASPH). 
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Comme la triadine, c’est une protéine transmembranaire du RS. Il est à noter qu’elle présente 
60% d’identité de séquence avec la triadine. 
5. La calséquestrine de type 2 (Casq2)  
Cette partie va être détaillée dans le chapitre qui suit. 
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II. Casq2 et pathologie 
 
A. La protéine Casq2 
 
Casq2 est l’isoforme cardiaque de la calséquestrine. Elle présente 80% d’homologie de 
séquence avec l’isoforme musculaire squelettique : la calséquestrine de type 1. Elle se trouve 
majoritairement dans les cardiomyocytes, mais est aussi présente en faible quantité dans les 
fibres lentes du muscle squelettique. 
Elle est codée par le gène CASQ2 qui est situé sur le chromosome 1 en 1p11- p13.3. Ce gène a 
une longueur de 69kb et possède 11 exons. Son ARN messager a quant à lui une longueur de 
2716 paires de bases (NM_001232.3). 
 
La protéine Casq2 comporte 399 acides aminés, c’est la protéine majeure de chélation des 
ions Ca2+ dans le réticulum sarcoplasmique (Beard et al. 2004). Elle présente une faible 
affinité pour les ions Ca2+, mais peut en stocker jusqu’à 40 par molécule de Casq2 (Murphy et 
al. 2011).  
Sa structure cristallographique a été définie en 2007 chez l’homme (Kim et al. 2007) (Figure 
9). Elle est organisée en  3 domaines « thioredoxine-like » et le centre de chacun de ces 
domaines est hydrophile. Elle possède en outre un grand nombre de charges négatives à son 
extrémité C-terminale (Kim et al. 2007) (Figures 8). La structure de Casq2 lui permet de lier 
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Figure 8 : Représentation de Casq2  
a. Structure primaire 
 









Schéma montrant les trois domaines « thiorédoxine-like » de Casq2 ainsi que sa queue C-terminale chargée négativement. 
Des mutations faux-sens sont représentées sur cette structure 3D. 
 
 
Casq2 est synthétisée à l’état de précurseur possédant un peptide signal (PS) en N-terminal 
(AA 1 à 19)  qui intervient dans l’adressage de la protéine au reticulum. Le peptide signal est 
ensuite clivé pour former la protéine mature. 
Comme pour de nombreuses protéines intraluminales du reticulum, l’adressage de Casq2 se 
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Figure 9 : Reconnaissance et clivage du peptide signal d’une protéine soluble (source : 
www.nobelprize.org). 
 
Le SRP se lie au PS ce qui bloque l’élongation. Cette dernière ne reprend que lorsque le SRP est à son tour reconnu par son 
récepteur, ce qui permet la translocation de la protéine dans le reticulum. Quand cette dernière a totalement pénétré dans le 
RE, une endopeptidase clive le PS ce qui libère la protéine dans la lumière du RE. 
 
Après la traduction de l’ARN messager par le ribosome des acides aminés correspondant à la 
séquence du PS, celui-ci est reconnu par la SRP (signal recognition particle), ce qui arrête 
l’élongation. Pour que la traduction se poursuive, il faut que la SRP soit également reconnue 
par son récepteur spécifique, qui est associé au translocon, un pore situé dans la membrane du 
RE. Cette étape est suivie d’une translocation de la protéine à travers le pore. Enfin, le PS est 
reconnu et clivé par une endopeptidase spécifique présente dans la lumière du reticulum 
permettant la libération  de Casq2 mature dans sa lumière. Casq2 reste ensuite dans la lumière 
du réticulum où elle va jouer son rôle de protéine chélatrice du calcium.  
 
Beaucoup de protéines de la lumière du réticulum sont en transit, en route pour d’autres 
destinations. D’autres protéines cependant, comme Casq2, sont résidentes du réticulum. Ces 
protéines résidentes du réticulum présentent classiquement des signaux de rétention dans le 
réticulum, au niveau de leur extrémité C-terminale, formés de 4 acides aminés (séquence 
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KDEL), et qui sont responsables de leur maintien dans le réticulum. Le mécanisme de 
rétention dans le RS de Casq2 reste incertain. En effet, Casq2 ne présente pas de motif 
consensus de rétention connu, comme la séquence peptidique KDEL. Des hypothèses ont été 
évoquées, telles que la polymérisation de Casq2, ou son interaction avec d’autres protéines, 
comme la triadine et la junctine, ce qui la retiendrait à l’intérieur du RS. Ainsi, il a été montré 
que l’absence de triadine chez la souris entraînait une diminution de concentration de la 
calséquestrine dans le RS (Shen et al. 2007), ce qui serait compatible avec un mécanisme de 
rétention impliquant des interactions de Casq2 avec ses partenaires. 
 
Des modifications post-traductionnelles de la protéine sont connues, mais dont le rôle reste 
imprécis. Casq2 possède un site de N-glycosylation en position 335 et deux sites de 
phosphorylation sur les sérines 385 et 393, dans la partie C-terminale. Des études sur des 
mutants de Casq2 sur ces sérines ont montré une augmentation de la capacité de la protéine à 
lier le calcium (Sanchez et al. 2011). 
 
Outre sa fonction de chélation des ions Ca2+, la protéine Casq2 possède une propriété de 
polymérisation, dépendante de la concentration intra-luminale en ions Ca2+ (interactions front-
to-front, interactions back-to-back, Figure 10). La protéine est à l’état monomérique lorsque la 
concentration intraluminale en Ca2+ est faible, et elle  forme des polymères de haut poids 
moléculaire quand cette concentration augmente, permettant d’atteindre une concentration 
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Figure 10 : Polymérisation de Casq2 
 
A faible concentration intra-luminale en Ca2+, les 3 domaines du monomère de Casq2 se repoussent (A). A mesure 
qu’augmente la force ionique du milieu, les domaines s’attirent et s’associent entre eux (B, C). Les monomères s’associent 
entre eux par un mode « front-to-front » et forment des dimères (D). Les dimères s’associent ensuite selon le modèle « back-




La protéine Casq2 interagit directement avec la triadine au niveau de résidus aspartates situés 
entre les acides aminés 354 et 367 (Shin et al. 2000), et avec la junctine. Via ces interactions 
avec la triadine et la junctine, Casq2 interagit donc au moins de façon indirecte avec RyR2, 
une interaction directe restant à ce jour hypothétique. 
 
 
B. La TVPC, une pathologie liée à des mutations de CASQ2 
 
1. Aspects cliniques et paracliniques 
La tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique (TVPC) est un trouble du 
rythme cardiaque héréditaire responsable de morts subites chez l’enfant et l’adulte jeune. 
C’est une pathologie rare dont la prévalence est estimée à 1/ 10 000 (Liu et al. 2008). 
Elle se caractérise par des syncopes à répétition causées par le stress adrénergique, c'est-à-dire 
à l’effort ou à l’émotion. Les symptômes peuvent être un malaise, des palpitations, des 
vertiges, voire un arrêt cardiorespiratoire. L’âge moyen de survenue des premiers symptômes 
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est de 8 ans. L’ECG de repos est la plupart du temps normal, le diagnostic se fait davantage 
lors d’une épreuve d’effort, ou lors d’un Holter ECG, qui vont pouvoir mettre en évidence des 
épisodes d’arythmie évocateurs (Figure 11). Lors d’une épreuve d’effort, une arythmie 
apparaît à l’effort à partir de 120 battements par minute, des extrasystoles apparaissent de 
façon sporadique, et on peut ensuite observer un épisode de tachycardie ventriculaire (TV) 
bidirectionnelle ou polymorphe. 
Figure 11 : Tracé électrocardiographique de tachycardie ventriculaire lors d’une 
épreuve d’effort (d’après Faggioni et al. 2012) 
 
A : on observe un rythme sinusal en début de test. 
B : des extrasystoles commencent à apparaître. 




Le traitement repose sur les β-bloquants au long cours. Le flécaïnide est également utilisé de 
façon efficace (Watanabe et al. 2009). La pratique sportive est contre indiquée, car étant un 
facteur de survenue d’arythmies. Dans les formes résistantes, la pose d’un défibrillateur 
implantable est à évoquer (Wilde et al. 2008). En l’absence de traitement, c’est une pathologie 
à pronostic péjoratif présentant une mortalité de 50% à 40 ans (Hayashi et al. 2009). 
Un bilan familial est réalisé chez les apparentés d’un cas index diagnostiqué, comprenant un 
ECG, une épreuve d’effort et un Holter ECG. Une échographie est généralement réalisée pour 
éliminer d’autres étiologies. 
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2. Mécanismes physiopathologiques de la TVPC 
Dans la TVPC, les dysfonctions du CRC seraient à l’origine de libérations anormales de Ca2+ 
du RS, en l’absence de dépolarisation cellulaire. Cet événement est appelé libération 
spontanée de calcium (Priori and Chen, 2011). Ce phénomène, favorisé par la surcharge en 
Ca2+ du RS, est alors nommé libération de calcium induite par une surcharge du stock 
calcique (SOICR, Store Overload Induced Ca2+ Release).  
En cas d’anomalies de fonctionnement des canaux RyR2, on observe des libérations 
inadaptées de calcium du RS pendant la diastole (canal « fuyant » en diastole) conduisant à 
une surcharge cytosolique (Figure 12). Une augmentation de la concentration cytosolique en 
calcium peut ainsi activer le courant entrant dépolarisant de l’échangeur Na+/Ca2+ et inhiber le 
courant potassique IKl. Ce courant entrant est susceptible de dépolariser la membrane 
cellulaire après la fin du PA, produisant une post-dépolarisation tardive ou DAD (delayed 
afterdepolarization). Si le DAD atteint le seuil d’activation du canal sodique, il peut 
déclencher un PA. Cela se traduit par un courant transitoire entrant Le seuil peut alors être 
atteint, et générer un courant sodique entrant. La dépolarisation résultante est appelée DAD et 
peut causer un PA si le seuil d’activation du canal sodique est atteint (Leenahrdt et al. 2012). 
Une extrasystole ou une arythmie peut dès lors être observée (Lacampagne et al. 2008). 
 
Figure 12 : Mécanisme des DAD dans la TVPC. 
 
 
A : en situation normale, l’activité du RyR2 est négligeable au repos : la faible quantité de Ca2+ libérée est rapidement 
repompée. 
B : en cas d’anomalie (fuite de RyR2) : le Ca2+ libéré active l’échangeur Na+/Ca2+ et peut déclencher un PA tardif (DAD)  si 
le seuil d’activation du canal sodique est atteint. 
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Les mutations de RyR2 ou Casq2 associées à la TVPC favoriseraient le SOICR et les DADs 
selon plusieurs mécanismes. Les mutations de RyR2 pourraient par exemple être responsables 
de modification du seuil de sensibilité du canal au calcium. Les mutations de Casq2 
pourraient entraîner une diminution du pouvoir tampon du calcium du RS, ainsi que des 
anomalies de régulation de RyR2, ou une instabilité structurale du CRC. 
 
3. Aspects génétiques 
Le premier gène mis en cause dans les TVPC a été RYR2, associé à une forme autosomique 
dominante (Priori et al. 2001). Puis a été publiée une forme autosomique récessive de la 
maladie, impliquant le gène CASQ2 (Lahat et al. 2001). Plus récemment, des mutations du 
gène TRDN ont été associées au phénotype de TVPC (Roux Buisson et al, 2012). Le gène 
CALM1, codant la calmoduline 1, a aussi été décrit comme pouvant être responsable de cette 
pathologie (Nyegaard et al. 2012). 
D’autres gènes, KCNJ2 codant un canal potassique, et ANK2 codant une protéine du 
cytosquelette sont impliqués dans des formes de tachycardies ventriculaires pouvant mimer la 
TVPC (Jabbari et al. 2011, Tester et al. 2006). 
Les recommandations actuelles préconisent l’analyse de RYR2 et CASQ2 chez tout proband 
pour lequel une épreuve d’effort a posé le diagnostic ou une suspicion de TVPC (Ackerman et 
al. 2011). Si une mutation est retrouvée, il est recommandé de chercher la mutation familiale 
chez les apparentés du premier degré, associé à un bilan clinique et paraclinique. Les 
apparentés chez qui la ou les mutation(s) est (sont) retrouvée(s) peuvent bénéficier d’un 
traitement prophylaxique par β-bloquants en raison du risque de survenue de mort subite. 
 
 - 34 - 
Plus de 100 mutations ont été identifiées dans le gène RYR2 tandis que les mutations 
identifiées dans le gène CASQ2 sont plus rares avec une vingtaine de variations publiées à ce 
jour (Leenhardt et al. 2012).  
Le mode de transmission de la TVPC associé à des mutations du gène CASQ2 est 
autosomique récessif dans la quasi-totalité des cas, avec des cas d’homozygotie, souvent 
observés dans un contexte de consanguinité, et des cas d’hétérozygotie composite. De rares 
cas de forme autosomique dominante ont été suspectés cependant (de la Fuente et al. 2008 ; 
Kirchhefer et al. 2010). 
 
La nature des mutations publiées pour CASQ2 est variée, on trouve des mutations faux-sens, 
des mutations non-sens, des mutations d’épissage, ainsi que des microdélétions (Figure 13). 
 
Figure 13 : Mutations de CASQ2 répertoriées dans la littérature (Leenhardt et al. 2012) 
 
Les mutations non-sens, les délétions et mutations affectant l’épissage donnant une protéine tronquée, sont en rouge, en haut. 
En bas, sont notées en violet les variations faux-sens, et en bleu deux polymorphismes  
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a) Mutations faux-sens 
 
Une dizaine de mutations faux-sens a été identifiée, toutes localisées au niveau des domaines 
thioredoxine-like. Certaines de ces mutations ont été particulièrement étudiées, et il a été 
montré qu’elles étaient associées à des anomalies de stockage de calcium dans le RS (Lahat et 
al. 2002, Terentyev et al. 2006, di Barletta et al. 2006, Kirchhefer et al.2009). 
b) Mutations d’épissage 
 
La plupart des mutations de CASQ2 affectant l’épissage rapportées dans la littérature touche 
un des dinucléotides canoniques des sites d’épissage donneur (GT) ou accepteur (AG). C’est 
le cas des mutations c.532+1G>A (Postma et al. 2002), c.737+1G>A, c.1014+1G>A et c.320-
2A>G (Roux-Buisson et al. 2011).  
La mutation intronique c.939+5G>C située dans l’intron 9, et la mutation synonyme 
c.381C>T  (p.=) située dans l’exon 3 étaient situées à l’extérieur des sites consensus 
d’épissage donneur (GT) et accepteur (AG). L’impact sur l’épissage de ces deux mutations 




Toutes les microdélétions décrites décalent le cadre de lecture et provoquent l’apparition d’un 
codon stop dans la protéine (c.62delA ; p.L23fs37* (Postma et al. 2002) ; c.339_354del ; 
p.S113Rfs*6 (di Barletta et al. 2006) ; c.546delT ; p.F182Lfs*28 (Hayashi et al. 2009). 
 
d) Mutation non-sens 
 
Une seule mutation non-sens a été publiée, c.97C>T ; p.R33* (Postma et al.2002), entraînant 
l’apparition d’un codon stop prématuré très précoce en position 33. 
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III. Critères de pathogénicité et étude des variations 
nucléotidiques  
 
Les variations trouvées au cours du séquençage peuvent être de différentes natures. Il est 
établi que les mutations non-sens, les mutations d’épissage au niveau des sites consensus, les 
délétions et les insertions ont un impact fort, donnant une protéine tronquée non fonctionnelle, 
qui pourra être dégradée. L’ARN peut également être dégradé avant même la traduction par 
le nonsense mediated mRNA decay (NMD) (Schweingruber et al. 2013). Le caractère 
pathogène de ces variations est admis. 
En revanche, les mutations faux-sens, les mutations synonymes ou les mutations introniques 
profondes sont d’interprétation plus  délicate.  
 
A. Variation faux-sens 
 
Le seul moyen d’affirmer la pathogénicité d’une mutation est l’étude fonctionnelle in vitro ou 
chez l’animal. Quand une variation a fait l’objet d’une étude fonctionnelle démontrant 
l’impact de la variation sur la protéine, la probabilité du caractère pathogène est forte. Dans le 
cas contraire, plusieurs critères sont utilisés pour évaluer a priori l’impact d’une variation de 
signification inconnue chez un patient. Le probable caractère bénin ou pathogène d’une 
variation faux-sens est basé sur les critères présentés ci-dessous. 
 
1. Prévalence de la mutation 
Une mutation est considérée comme plus probablement pathogène si elle est absente d’une 
population contrôle de 200 individus (400 chromosomes) pour une variation dominante, ou si 
elle est absente ou existe isolée à l’état hétérozygote pour une variation récessive. En pratique, 
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des bases de données (NCBI, 1000 Genomes Project, Exome Variant Server) sont utilisables à 
cet effet. 
 
2. Ségrégation familiale 
L’étude la ségrégation familiale permet de savoir si la mutation est présente chez les membres 
d’une famille, et si sa ségrégation suit la survenue du phénotype chez les individus. 
 
3. Degré de conservation de l’acide aminé 
Chaque acide aminé dans une protéine est soumis à la pression de sélection. Ainsi, il existe 
une très faible variabilité de certains acides aminés entre les différentes isoformes d’une 
protéine au sein d’une espèce, ou entre les espèces, quand il s’agit d’un domaine important 
pour que la protéine soit fonctionnelle. A l’inverse, certains domaines protéiques sont 
davantage polymorphes, et un changement d’acide aminé dans un de ces domaines n’aura 
généralement pas ou peu d’impact sur la fonction protéique. 
 
4. Nature du changement physico-chimique de l’acide aminé 
Les acides aminés possèdent des propriétés différentes. Certains sont chargés positivement ou 
négativement, certains sont hydrophobes. Leur encombrement stérique est également 
différent. Ainsi, la nature du changement qui se produit en substituant un acide aminé par un 
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B. Mutations affectant l’épissage 
 
Il est décrit dans la littérature que 50% des mutations affectent l’épissage (Lopez-Bigas et al. 
2005). Ces mutations peuvent se situer n’importe où dans le gène. Il peut s’agir de variations 
modifiant les sites consensus d’épissage, mais aussi de variations introniques profondes ou 
exoniques. Pour ces dernières, le mécanisme physiopathologique ne serait donc pas 
uniquement la modification de la séquence d’acide aminé de la protéine, mais bien l’épissage 
de l’ARN messager (ARNm). 
La compréhension de l’impact sur l’épissage de variations nucléotidiques située hors des sites 
consensus donneurs et accepteurs n’est pas évidente à appréhender. Pour rendre le 
raisonnement plus simple, un rappel sur la physiologie de l’épissage est présenté en premier. 
 
1. Physiologie de l’épissage 
L’épissage des pré-ARN messagers constitue une étape obligatoire pour la très grande 
majorité des transcrits primaires chez les eucaryotes. Il est sujet à de nombreuses variantes, ou 
épissages alternatifs, qui permettent l’assemblage de transcrits codant pour des protéines 
requises de manière transitoire ou traduisant une adaptation pathologique. 
 
Il s’effectue de façon coordonnée avec la transcription et se déroule en deux étapes 
successives impliquant deux réactions de trans-estérification. 
a) Les sites d’épissage 
 
 
Trois motifs sont nécessaires :  
• le site donneur d’épissage : le dinucléotide  GU en 5’ de l’intron à exciser   
• le site accepteur d’épissage : le dinucléotide AG en 3’ de l’intron   
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• le site de branchement : le nucléotide A en amont du site 3’ accepteur, lui-même 
suivi d’une séquence riche en pyrimidines (Yn) d’une longueur comprise entre 10 et 
40 nucléotides. 
 
Figure 14 : Les zones consensus d’épissage (d’après Cartegni et al. 2002) 
  
Séquences consensus d’épissage des sites 5’, 3’, et du site de branchement. La taille des lettres est proportionnelle à la 
fréquence à laquelle on retrouve le nucléotide dans les zones consensus. 
 
Les régions consensus sont ainsi définies comme : 
- pour la région du site donneur 5’  le dinucléotides GU, ainsi que les 3 nucléotides en 
amont, et les 5 nucléotides en aval pour un total de 11 nucléotides 
- pour la région du site accepteur 3’ : le dinucléotide AG, ainsi que les 10 nucléotides en 
amont, et les 2 nucléotides en aval pour un total de 14 nucléotides 
b) Le spliceosome 
 
Cette réaction a lieu au sein du spliceosome, un complexe dont l’assemblage et le 
fonctionnement requièrent plus de 150 polypeptides et cinq ribonucléoprotéines, les snRNP 
(small nuclear ribonucleoproteins). Le spliceosome a deux fonctions : la reconnaissance des 
sites d’épissage et les étapes couplées d’élimination des introns et de ligation des exons. 
Plusieurs familles de protéines jouent un rôle majeur parmi lesquelles les protéines SR 
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(Serin/arginin Rich), hnRNP (heterogenous nuclear ribonucleoproteins) et CELF (CUG-
binding protein and embryonic lethal abnormal vision-type RNA-binding protein 3-like 
factors). 
c) Le mécanisme d’épissage 
 
La réaction d’excision-épissage d’un pré-ARNm se déroule en deux étapes successives, 
impliquant chacune une réaction de trans-estérification (Figure 15). Lors de la première étape, 
le groupement 2’ hydroxyle de l’adénosine du site de branchement attaque le phosphate du 
site d’épissage 5’. Cette réaction engendre un exon 5’ libre et un lasso intermédiaire. Lors de 
la deuxième étape, le 3’ hydroxyle de l’exon 5’ attaque le phosphate du site d’épissage 3’, 
produisant ainsi l’ARNm et le lasso d’intron. 
 
Figure 15 : Mécanisme général de l’épissage (Cartegni et al. 2002). 
 
Une première réaction de transestérification  par le point de branchement sur le site donneur 5’ libère ce dernier et permet la 
deuxième réaction de transestérification sur le site accepteur 3’. La ligation des deux exons s’accompagne de la libération du 
lasso intronique. 
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d) La régulation de l’épissage 
 
La reconnaissance des sites d’épissage n’est pas suffisante pour que le spliceosome 
s’assemble, des séquences régulatrices sont nécessaires, qu’elles soient activatrices (ESE pour 
Exonic Splicing Enhancer, ISE pour Intron Splicing Enhancer) ou inhibitrices (ESS pour 
Exonic Splicing Silencer, ISS pour Intron Splicing Silencer). 
Les ESE constituent des séquences exoniques sur lesquelles des protéines régulatrices de 
l’épissage se fixent, dont la famille la plus connue est celle des protéines SR (Serine/arginine 
rich). Les protéines de cette famille présentent des structures communes : un ou deux motifs 
reconnaissant l’ARN pré-messager  (RRM : RNA Recognition Motif) et un domaine carboxy-
terminal riche en sérine-arginine (domaine SR). Le domaine RRM se fixe à l’ARN, et le 
domaine SR recrute directement ou indirectement des composants de la machinerie d’épissage 
(Black, 2003). 
 
2. Méthodes d’études des mutations d’épissage  
Les mécanismes fondamentaux de l’épissage peuvent donc être altérés par exemple quand une 
substitution nucléotidique survient, c’est-à-dire en cas de mutation faux-sens, synonyme, ou 
non-sens. Une modification d’un site consensus aura pour conséquence une non-
reconnaissance de ce site, et un intron peut ne pas être épissé. Quand un site consensus n’est 
pas reconnu, c’est un autre site en amont ou en aval qui sera utilisé à la place. Ce site 
alternatif peut être le site consensus de la jonction intron/exon suivante, on parle alors de saut 
d’exon. Il est également possible qu’un site cryptique soit utilisé à la place d’un site 
consensus, ce qui peut conduire à une rétention d’un fragment intronique, ou à la perte d’un 
fragment exonique. L’anomalie d’épissage peut entraîner une modification importante de la 
séquence protéique ou un décalage du cadre de lecture responsable de l’apparition d’un codon 
stop prématuré. La conséquence est une modification importante de la séquence protéique 
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donnant une protéine tronquée (ou trop longue en cas de rétention intronique sans décalage du 
cadre de lecture), qui sera dysfonctionnelle, ou bien dégradée. En cas de codon stop 
prématuré, le mécanisme de nonsense mediated mRNA decay (NMD) peut entraîner la 
dégradation de l’ARNm, empêchant la synthèse protéique (Green et al. 2003). 
 
Il existe plusieurs moyens d’étude de l’épissage. Le test de référence est l’étude du transcrit in 
vivo. Pour cela, il est nécessaire d’obtenir un prélèvement tissulaire, où l’expression du gène 
étudié est effective. L’ARN peut ensuite être directement extrait, puis étudié par RT-PCR et 
séquencé  afin de rechercher un transcrit aberrant. Une fois l’anomalie identifiée au niveau de 
l’ARN, il faut identifier au niveau génomique la variation responsable de l’altération de 
l’épissage. Il n’est malheureusement pas toujours possible d’obtenir une biopsie pour toutes 
les études. En effet, s’il est aisé de réaliser un prélèvement sanguin quand l’expression du 
gène d’intérêt se fait au niveau leucocytaire, certains gènes peuvent n’avoir par exemple 
qu’une expression cardiaque, ou cérébrale. La question de la balance bénéfice/risque d’un tel 
prélèvement se pose alors. 
Des approches indirectes ont donc été développées, comme l’analyse in silico, qui consiste en 
l’analyse bioinformatique de l’effet d’une variation sur l’épissage. Des algorithmes ont été 
créés en fonctions des séquences consensus répertoriées, et utilisent des scores permettant 
d’évaluer l’impact d’un variant sur l’épissage, de façon prédictive. 
L’étude de l’épissage in vitro par minigène se développe de plus en plus. Elle repose sur 
l’utilisation d’une série de 3 exons flanqués de quelques centaines de base d’intron, insérée 
dans un plasmide. La mutation d’intérêt est induite, puis le plasmide est transfecté dans des 
cellules en culture. Les transcrits sont ensuite extraits, puis leur taille est étudiée grâce à une 
RT-PCR suivie d’une migration sur gel d’agarose. L’utilisation du minigène est également 
 - 43 - 
utilisé comme complément après étude de transcrits car elle permet d’affirmer que la variation 
induite est bien responsable de l’altération de l’épissage.  
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Objectifs du projet 
 
L’objectif de mon travail a été d’étudier les variants du gène CASQ2 identifiés au laboratoire 
de Biochimie Génétique et Moléculaire du CHU de Grenoble. 
 
Dans une première partie, j’ai recensé les différentes mutations dans ce gène, identifiées au 
laboratoire de 2007 à 2013. 
Je me suis particulièrement intéressé à étudier l’impact potentiel sur l’épissage des variations 
du gène CASQ2. En effet, la détermination de l’impact sur l’épissage de toute variation est 
primordiale en clinique, en particulier les variations de signification inconnue comme les 
variations synonymes, faux-sens ou introniques profondes dont le caractère pathogène peut 
être alors mieux défini. Cette étude a été réalisée in silico pour l’ensemble des mutations 
répertoriées et complétées par une analyse à l’aide système de minigène pour la variation 
intronique c.838+88T>G.   
 
Dans une seconde partie, j’ai entrepris l’étude fonctionnelle d‘une variation faux-sens 
c.44C>G ; p.S15C située dans la partie codant pour le peptide signal, dont la caractérisation 
était particulièrement intéressante car il s’agit de la première variation du gène CASQ2 situé 
dans cette région de la protéine à ma connaissance. De plus, très peu de données sont 
disponibles dans la littérature concernant les mutations localisée au niveau d’un peptide signal 
en pathologie humaine. Les hypothèses physiopathologiques de départ qui ont été posées pour 
ce travail reposent sur un défaut de reconnaissance de la séquence du peptide signal par 
différents acteurs : i) soit par la protéine SRP, ce qui entraînerait un défaut d’adressage de la 
protéine vers le RS, ii) soit par l’endopeptidase, ce qui pourrait altérer le clivage du PS et 
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perturber le trafic de la protéine, ou sa maturation et donc ses propriétés biochimiques, 
comme sa capacité à se polymériser.  
Pour confirmer ou invalider ces hypothèses, j’ai cloné au préalable l’ADN complémentaire 
(ADNc) de CASQ2 dans un plasmide d’expression, puis recherché un éventuel défaut 
d’adressage de la protéine ou une dégradation de la protéine par différentes études de 
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I. Population et patients 
 
Les patients inclus dans cette étude correspondent aux probands qui ont été explorés pour le 
gène CASQ2 entre les années 2007 et 2013 au laboratoire de Biochimie Génétique et 
Moléculaire du CHU de Grenoble. Ce sont des patients pour qui le diagnostic de TVPC était 
posé ou fortement suspecté, principalement adressés des centres de référence nationaux 
(CNR) des troubles du rythme cardiaques d’origine héréditaire (Paris, Lyon, Nantes).  
 
II. Méthode de séquençage génomique 
Après extraction de l’ADN leucocytaire à partir d’un prélèvement de sang périphérique, les 
régions exoniques codantes du gène CASQ2 et les bornes introniques ont été analysées par 
PCR séquençage. 
A. Extraction d’ADN 
A partir de sang sur tube EDTA, un culot de leucocytes est obtenu par lyse hypotonique des 
hématies. L’ADN leucocytaire est extrait selon la méthode au chlorure de guanidine : les 
leucocytes sont lysés par de chlorure de guanidine en présence de protéinase K, puis l’ADN 
est précipité en présence d’éthanol, et dissout dans un tampon Tris-EDTA (Tris-HCl 10mM 
pH 7.4 ; EDTA 1mM pH 8). Une quantification par spectrophotométrie est ensuite réalisée 
(Nanodrop 2000c, ThermoFisher Scientific) par mesure de l’absorbance à 260nm. La 
contamination protéique  est également évaluée par la mesure de l’absorbance à 280nm et le 
rapport des densités optiques (DO) suivant : DO 260 / DO 280. Enfin, la pureté est estimée en 
mesurant l’absorbance à 230nm et par le rapport DO260 / DO 230. 
Les ratios optimaux pour un ADN extrait de bonne qualité sont DO 260 / DO 280 >1.80 et  
DO 260 / DO 230 = 2.20. 
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B. Amplification 
Une étape d’amplification de fragments d’intérêt est ensuite réalisée par Polymerase Chain 
Reaction (PCR) grâce des amorces spécifiques (séquences des amorces en annexe 1).  
Le mix de PCR est réalisé de la manière suivante : 
- 1µL d’ADN du patient (ADN à 50ng/µL) 
- 0,1µL amorce sens (100pM) 
- 0,1µL amorce anti-sens (100pM) 
- 2,5µL tampon 10X 
- 2,5µL dNTPs (2mM) 
- 0,05µL Taq Qiagen 
- 18,75µL H2O 
La PCR est programme selon le schéma suivant:  
- Dénaturation initiale : 95°C 5min 
- Amplification (30 cycles) : 94°C 30sec, X°C 30sec, 72°C 1 min (X est la température 
d’hybridation des amorces) 
- Elongation finale : 72°C 5 min 
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Les caractéristiques des amorces utilisées sont indiquées dans le tableau 1. 
 












1 1 F/R 599 30 60 1R 
2 2 eF/Rb 329 30 60 2eF 
3 3 eF/eR 304 30 60 3eF 
4 4F/R 298 30 60 4F 
5 5 eF/eR 483 30 60 5eF 
6 6 Fe/R 319 30 60 6eF 
7 7 Fb/Rb 374 30 60 7Rb 
8 8 F/R 260 30 60 8F 
9 9 Fe/Re 508 30 60 9Fe 
10 10 F/R 361 30 60 10F 
11 11F/R 476 30 60 11F 
 
Les produits de PCR sont contrôlés par migration sur un gel d’agarose. Préalablement à la 
réaction de séquence, une purification des produits d’amplification permet l’élimination des 
amorces et des dNTP en utilisant une exonucléase et une phosphatase alcaline (ExoSAP-IT, 
Affymetrix) selon le protocole qui suit : 1µL d’ExoSAP-IT est ajouté à 5µL d’amplifiat et 
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C. Réaction de séquence 
La réaction de séquençage est réalisée à l’aide d’amorces de séquençage (tableau 2), de dNTP 
non marqués, de ddNTPs marqués par un fluorophore, et d’une polymérase. 
A l’amplifiat purifié (de 0.5 à 6µL selon la qualité de l’amplification) sont ajoutés 1.6µL 
d’amorce de séquençage à 2pmol/µL, et 2.25µL de réactif BigDye Terminator v3.1cycle 
sequencing kit contenant les dNTPs, les ddNTPs* marqués par un fluorophore, et la 
polymérase (Applied Biosystem). De l’eau complète ce mix pour un volume total de 10µL. 
Le programme de réaction de séquence comprend une dénaturation initiale (1 min à 96°C) 
suivie de 25 cycles de réaction de séquence (10 sec à 96°C, 5 sec à 50°C, 4 min à 60°C). 
Les produits de réaction de séquence sont purifiés afin d’éliminer les réactifs en excès. On 
incube 15 minutes à température ambiante un mélange composé du produit de réaction de 
séquence avec 1µL d’EDTA 125 mM, 1µL d’acétate de sodium 3M, 50µL d’éthanol à 100%. 
Après une centrifugation à 2000g à 4°C de 45 minutes, le surnageant est éliminé par 
retournement et une brève centrifugation. Le culot est repris par 65µL d’éthanol à 70%, 
homogénéisé par vortex et centrifugé à 1650g pendant 15 minutes à 4°C. Le culot est séché 
15 minutes à température ambiante, puis repris par 15µL de Hi-Di formamide (Applied 
Biosystem), compatible avec la migration électrophorétique. 
 
D. Electrophorèse capillaire 
Les échantillons sont ensuite introduits sur une plaque 96 puits, et chargés sur un séquenceur 
ABI Prism 3130XL (Applied Biosystem) où une électrophorèse capillaire est réalisée, et un 
électrophorégramme est recueilli sous forme de pics de fluorescence. Un logiciel (Seqscape 
V2.5, Applied Biosystem) permet la comparaison des électrophorégrammes recueillis avec 
des séquences de référence. 
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III. Etude de l’épissage 
A. Etude bioinformatique 
L’Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire (ANPGM) a mené une 
étude collaborative sur l’utilisation d’outils de prédiction informatiques de mutations 
d’épissage et leur interprétation. Elle propose des recommandations selon la localisation de la 
variation. 
 
1. Variants situés dans les zones consensus d’épissage 5’ et 3’ 
Pour ces variants, l’algorithme décisionnel ci-dessous est proposé (Figure 16). Cet algorythme 
concerne l’étude de variants situés en zone consensus d’épissage, c’est-à-dire au niveau des 
dinucléotides invariants AG ou GT, ou des nucléotides à proximité intervenant dans la 
reconnaissance du site physiologique par la machinerie d’épissage. Une modification d’un 
nucléotide dans cette région est susceptible d’entraîner une perte de la reconnaissance du site 
physiologique lors de l’épissage et d’entraîner des aberrations d’épissage. 
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Comme indiqué figure 17, l’ANPGM recommande l’utilisation du logiciel MaxEntScan 
(MES) (disponible sur http://www.umd.be/HSF/), pour étudier la probabilité d’impact sur un 
site d’épissage d’une variation située à proximité. Ce logiciel prédit l’abolition d’un site 
physiologique avec une sensibilité de 96%, si on suit l’algorithme proposé. Le logiciel va 
comparer la force du site physiologique au niveau de la séquence sauvage (séquence 
génomique sans la variation) avec la force du site physiologique au niveau de la séquence 
porteuse du variant étudié. On considère que la variation est à risque d’abolir le site consensus 
physiologique d’épissage si le score du site étudié est affaibli d’au moins 15% plus faible par 
la variation. 
La prédiction n’est exploitable que si le score du site d’épissage physiologique au niveau de la 
séquence sauvage est suffisamment élevé, c'est-à-dire supérieur au seuil de robustesse. Le 
seuil de robustesse est calculé comme la moyenne des scores de tous les exons du gène, à 
laquelle on soustrait 2 écarts-types. Si le score du site physiologique est trop faible, c’est-à-
dire inférieur à la moyenne des scores - 2 écarts-types, la prédiction est considérée comme  
manquant de fiabilité. Si le score du site physiologique est suffisamment élevé, c’est-à-dire 
supérieur au seuil de robustesse, la prédiction est considérée comme fiable.  
En plus du logiciel MaxEntScan, l’ANPGM propose d’utiliser de façon optionnelle le logiciel 
SpliceSiteFinder (SSF) pour affiner la spécificité du test. On considère que le logiciel SSF 
prédit que la variation est à risque d’abolir le site physiologique si le socre du site étudié est 
affaibli d’au moins 5% par la variation. Ce site n’étant plus disponible, le logiciel Alamut 
(http://www.interactive-biosoftware.com/) a été utilisé car il dispose d’une matrice 
« SpliceSiteFinder-like ».  
Quand une abolition d’un site était prédite, j’ai utilisé le logiciel Cryp skip (http://cryp-
skip.img.cas.cz/) pour prédire l’effet de l’abolition d’un site naturel (saut d’exon versus 
utilisation d’un site cryptique). 
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Si les logiciels prédisent un impact de la variation étudiée sur l’épissage, l’ANPGM considère 
qu’il est légitime de poursuivre l’étude de la variation avec une analyse de transcrits ou une 
étude par minigène. C’est ce qui a été fait pour la variation c.939+5G>C, antérieurement à ce 
travail. 
 
2. Variants situés en dehors des zones consensus d’épissage 
Pour la création de site de novo, le groupe recommande un score d’une valeur au minimum 
égale à 80% de la valeur du site physiologique correspondant. 
J’ai choisi ici les logiciels Human Splicing Finder (HSF) (http://www.umd.be/HSF/), qui 
combine des matrices différentes (HSF, MES, et des matrices analysant les séquences 
régulatrices (ESE, ESS)) et NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/). 
 
L’analyse des séquences régulatrices (ESE, ESS) via les logiciels de prédiction n’est pas 
recommandée tant qu’une cartographie précise n’a pas été établie pour chaque gène d’intérêt 
(Doktor et al. 2011). De même, il n’est pas recommandé à ce jour de suivre les prédictions 
concernant les points de branchement, en raison d’une dégénération du motif et d’un manque 
de données (Corvelo et al. 2010). Ces analyses ne sont donc pas présentées dans les résultats. 
 
 
B. Etude par minigène de la variation c.838+88T>G 
1. Mutagénèse dirigée 
Le minigène utilisé a été choisi de manière à inclure la région de l’intron 8 du gène CASQ2 où 
se situe le nucléotide c.838+88T afin de pouvoir étudier l’effet de la substitution 
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c.838+88T>G. Pour inclure la majorité des facteurs régulateurs de l’épissage, le minigène 
contient plus de 200 nucléotides des séquences introniques en amont et en aval de chaque 
exon inclus dans le minigène. Le minigène est constitué de la succession de trois exons avec 
leurs bornes introniques pour chacun (Figure 17). Un système de cassette a été conçu avec des 
sites de restriction présents dans la séquence à chaque extrémité des séquences introniques 
pour faciliter l’insertion de la séquence à étudier si nécessaire. 
Le minigène a été inséré dans un plasmide d’expression de mammifère, pCI-neo. 
 
Figure 17 : Représentation schématique du minigène de CASQ2.  
 
Le minigène comporte les exons 8, 9 et 10 du gène CASQ2. Il est constitué de 3 exons, séparés par 200 paires de bases 
introniques. Des sites de restrictions se trouvent entre chaque exon, permettant une excision ciblée, et l’introduction de l’exon 
désiré. La flèche rouge indique la localisation de la variation c.838+88T>G. 
 
 
J’ai introduit la variation c.838+88T>G par mutagénèse dirigée à l’aide du kit Quick Change 
Site-Directed Mutagenesis Kit II XL selon les recommandations du fabriquant, en utilisant les 
amorces de mutagenèse sens T88G_F et anti-sens T88G R, choisies à l’aide du logiciel 
QuikChange Primer Design Program (www.agilent.com/genomics/qcpd) (Tableau 2).  
 
Tableau 2. Amorces utilisées pour la mutagenèse c.838+88T>G. 
Séquence de référence génomique     5’ – CCTCACCTTTCTCTTCTCTCACATCCCATCCACAAT – 3’ 
Amorce T88G_F     5’ – CCTCACCTTTCTCTTCTCTCACAGCCCATCCACAAT – 3’ 
Amorce T88G_R     5’ – GGAGTGGAAAGAGAAGAGAGTGTCGGGTAGGTGTTA – 3’ 
Exon 9 Exon 8 Exon 10 
XhoI MluI SalI NotI 
c.838+88T>G 
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2. Culture cellulaire et transfection  
Des cellules HEK-293 (Human Embryonic Kidney)  ont été cultivées en milieu DMEM, 10% 
SVF (Serum de veau fœtal), 1% Pénicilline-Streptomycine, à 37°C, 5% CO2. Elles ont été 
utilisées pour être transfectées avec le plasmide pCI-neo contenant le minigène contenant la 
séquence sauvage ou porteuse de la variation c.838+88T>G. La transfection a été réalisée 
selon les recommandations du fabriquant à l’aide du kit Exgen®, en utilisant 5µg d’ADN, 
pour 600 000 cellules  en P35. 
 
3. Extraction d’ARN, transcription inverse et PCR 
Quarante-huit heures après transfection, les cellules ont été récoltées après avoir été 
trypsinées, puis lavées à l’aide de PBS (centrifugation à 800 rpm). Le culot cellulaire a été 
repris dans 50 µl de Trizol puis l’ARN a été extrait à partir du culot cellulaire, en utilisant le 
kit PureLink RNA Mini® (Invitrogen) selon les recommandations du fabriquant. La 
concentration d’ARN a été déterminée par spectrophotométrie à l’aide d’un Nanodrop 2000c 
(ThermoFisher Scientific). Une transcription inverse a été réalisée comme suit : à partir de 
500ng d’ARN total, une hybridation à 500ng d’oligodT est réalisée pendant 5 minutes à 65°C. 
Les échantillons sont incubés sur glace, puis après ajout de 4µL de tampon 5X, de 2µL de 
dNTP (10mM), de 0.5µL de RT Transcriptor® (Roche), et de 0.5µL de RNAse inhibitor 
(Roche), une élongation de 30 minutes à 55°C est faite. A partir de l’ADN complémentaire 
obtenu, le cDNA spécifique de l’ARN issu de l’épissage du minigène a été amplifié pour 
comparer la taille des transcrits obtenus à partir du minigène sauvage et du minigène muté. La 
PCR a été réalisée en utilisant un couple d’amorces plasmidiques pCINEO F et R, bornant le 
minigène (séquence en annexe 2) et avec le programme suivant : dénaturation initiale à 95°C 
5min,  puis 35 cycles d’amplification (94°C 30sec, 56°C 30sec, 72°C 1 min) suivie d’une 
élongation finale à 72°C 5 min. 
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IV. Etude de la variation c.44C>G ; p.S15C 
A. Clonage du cDNA de CASQ2 tagué hémagglutinine (HA)  
L’ADNc de CASQ2 avait été préalablement amplifié à partir de tissu cardiaque humain avant 
le début de ce travail dans un plasmide d’expression bactérien, pCR2.1, à l’aide des amorces 
Ca2rnaF et Ca2rnaR (Annexe 3). Ce travail avait été réalisé en vue du sous-clonage de 
CASQ2 dans le plasmide d’expression de cellules de mammifère pcDNA3.1 que j’ai réalisé  
pour permettre des études d’expression ultérieures. 
Pour sous-cloner le cDNA de CASQ2 dans pcDNA3.1, j’ai conçu des amorces permettant : i) 
d’amplifier la séquence codante de l’ADNc à partir de la construction existante dans pCR2.1, 
ii) d’insérer une séquence KOZAK en 5’UTR, pour optimiser les conditions d’expression par 
transfection iii) d’ajouter une étiquette hémagglutinine en 3’ (HA) pour faciliter la détection 
de la protéine (Figure 18). 
 
Figure 18 : Dessin de la construction contenant le cDNA de CASQ2. 
  
 
Le cDNA de CASQ2 a été amplifiée avec les amorces Ca2HA F et R avec insertion d’un tag HA (séquence en annexe 4). 
 
 
L’amplification a été réalisée à partir de 100 ng d’ADN (matrice contenant la séquence 
codante de CASQ2 dans pCR2.1) en utilisant 1µL de chaque amorce à 10µM, 0.2µL de 
polymérase de type Taq (Qiagen), 2.5µL de tampon 10x (Qiagen), 2.5µL de dNTP, et de l’eau 
pour un volume total de 25µL. La PCR a été réalisée selon le schéma suivant :  
- dénaturation initiale : 95°C pendant 10 minutes 
- 30 cycles d’amplification (94°C 30 sec, 60°C 30 sec, 72°C 1 min) 
- élongation finale : 72°C pendant 10 minutes. 
Ca2HA_F  
ADNc CASQ2 Tag HA 5’ - - 3’ 
Ca2HA_R  
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Le produit d’amplification a été contrôlé sur gel et intégré dans le plasmide pCR2.1-TOPO à 
l’aide du kit TOPO-TA Cloning® (Invitrogen). Le plasmide pCR2.1 contenant l’ADNc de 
CASQ2 a ensuite été amplifié par transformation bactérienne (bactéries Oneshot TOP 10). 
2µL ont été incubés, sur glace, avec les bactéries compétentes pendant 20 minutes, puis un 
choc thermique à 42°C pendant 30 secondes a été effectué. Puis les bactéries ont été incubées 
pendant 60 minutes dans un milieu de culture non sélectif (SOC), à 37°C, et sélectionnées sur 
une gélose contenant de la kanamycine qui est un des antibiotiques de résistance du vecteur 
pCR2.1-TOPO. Les géloses ont été mises à l’intérieur d’une étuve à 37°C pendant 14 heures 
puis 20 colonies ont été repiquées dans un milieu de culture liquide (LB avec adjonction de 
kanamycine) pendant encore 14 heures. L’extraction a été réalisée grâce à un kit Miniprep 
(Qiagen) selon les recommandations du fabriquant. A cette étape, un séquençage a été fait par 
l’entreprise GATC, en utilisant des oligonucléotides commerciaux du plasmide situé de part et 
d’autre de la localisation de l’insert (T7F, M13R).  
 
Un sous-clonage du cDNA de CASQ2 tagué HA dans le plasmide d’expression de mammifère 
pcDNA3.1 a ensuite été réalisé.   
15 µL de plasmide pCR2.1 contenant la séquence sauvage de CASQ2 et 1.6µL de  plasmide 
pcDNA3.1 ont d’abord subi une double digestion (enzymes de restriction : KpnI, XbaI, buffer 
BamHI, Fermentas) pendant 2 heure à 37°C. Les produits de digestion ont été déposés sur un 
gel d’acrylamide pour être purifiés et les bandes d’intérêt extraites du gel à l’aide du kit 
Nucleospin Extract II (Clontech). Les produits purifiés ont été contrôlés sur gel puis une 
ligation a été réalisée grâce au Rapid DNA Ligation Kit (Roche), utilisé selon les 
recommandations du fabriquant. Enfin, les produits de ligation ont été amplifiés par 
transformation bactérienne et les plasmides extraits par Miniprep® (Qiagen). 
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B. Mutagenèse dirigée 
Une mutagenèse dirigée a été réalisée comme décrit précédemment, à l’aide du kit 
Quikchange II XL Site-directed Mutagenesis (Stratagene) et du logiciel QuikChange Primer 
Design (Agilent) pour dessiner les amorces. Cette mutagénèse dirigée a été réalisée pour 
induire la mutation p.S15C, différente d’un seul AA de la séquence sauvage, afin d’étudier 
l’impact de cette variation.  
Les constructions plasmidiques pcDNA3.1 contenant la séquence sauvage du cDNA de 
CASQ2 et la séquence mutée p.S15C ont été vérifiées par digestion enzymatique et 
séquençage. 
C. Culture cellulaire et transfection 
Les lignées cellulaires COS-7 (dérivées de rein de singe) et HEK-293 (Human embryonic 
kidney) ont été cultivés à 37°C avec enrichissement à 5% en CO2, avec un milieu DMEM 
(Gibco), contenant 10% de SVF et 1% de pénicilline-streptomycine.  
Pour les études d’immunofluorescence, les cellules COS-7 ont été transfectées à l’aide du kit 
Exgen® (Euromedex) avec 200 000 cellules par P35 contenant des lamelles, et 3µg d’ADN 
par échantillon.  
Pour les études en immunoblot, les cellules HEK 293 ont été ensemencées dans des P60 (1 
million de cellules par boîte). Un protocole de transfection en phosphate de calcium a été 
utilisé : 7.5µg d’ADN sont mélangés à 23µL de CaCl2 (250mM final) et d’eau pour un 
volume total de 185µL. Puis le même volume d’un tampon HBS2x est ajouté au goutte-à-
goutte sur agitation au vortex, et le mélange déposé sur les cellules en culture.  
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D. Anticorps utilisés 
Les anticorps primaires et secondaires utilisés sont résumés dans les tableaux 3 et 4. 
Tableau 3 : Anticorps primaires 
Cible Espèce Dilution IF Dilution IB Dilution IP Origine 
HA Souris 1/300 1/2 000 / Cell Signaling 
Calnexine Lapin 1/500 / / Enzo 
Giantine Lapin 1/2 000 / / Abcam 
Casq2 Lapin / / Pur Thermoscientific 
IF : Immunofluorescence / IB : Immunoblot / IP : Immunoprécipitation 
 
Tableau 4 : Anticorps secondaires  
Cible Couplage Dilution IF Dilution IB Origine 
Souris Alexa 488 1/1 000 / Invitrogen 
Lapin Cyanine 3 1/1 000 / Invitrogen 
Souris HRP / 1/10 000 Jackson 
Lapin HRP / 1/10 000 Jackson 
HRP : Horse Radish Peroxydase 
 
E. Immunofluorescence 
L’étude de localisation de la protéine Casq2 a été réalisée en immunofluorescence, à l’aide 
d’anticorps anti-HA. Des co-immunomarquages ont été réalisés avec un anticorps anti-
calnexine, comme marqueur du reticulum endoplasmique et anti-giantine, comme marqueur 
du cis-Golgi. Après culture et 24h de transfection, les cellules COS-7 ont été lavées en PBS 
puis fixées pendant 6 minutes, à -20°C, avec du méthanol stocké à -20°C, puis les cellules ont 
à nouveau été lavées en PBS. Les lamelles ont été incubées avec les anticorps primaires dilués 
dans du PBS avec 5% de serum de chèvre (GS) pendant 2 heures. Après 3 lavages successifs 
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en PBS-GS 5%, l’incubation avec les anticorps secondaires a été réalisée. Les lamelles ont été 
lavées en PBS, et rincées à l’eau avant d’être montées sur lame. 
 
F. Etudes biochimiques 
1. Lysats cellulaires 
Après 24 heures de transfection, les cellules ont été lavées en PBS puis lysées grâce à un 
tampon RIPA (NaCl : 1.75g, NP-40 :2mL, SDS20% :1mL, deoxycholate : 2g, Tris 1M 
pH=7.6 :5mL, et de l’eau pour un volume de 200mL) pendant 15 minutes sur glace, puis les 
boîtes ont été récoltées mécaniquement par grattage et transférées dans un tube de 1.5mL. 
Après une centrifugation, le surnageant a été récolté et rapidement congelé à -20°C. 
Les lysats protéiques ont été dosés selon la méthode de Folin-Lowry : les échantillons, ainsi 
qu’une gamme de BSA de concentration connue, sont mélangés à du SDS, un réactif 
cuproalcalin, puis au réactif de Folin (Sigma-Aldrich). Après une incubation de 45 minutes à 
l’obscurité, l’absorbance à 660 nm est mesurée et les concentrations protéiques calculées. 
 
2. Immunoblot 
Les échantillons de lysats cellulaires ont été portés à ébullition pendant 3 minutes avec un 
tampon de dénaturation avant d’être chargés (20µg) sur un gel de polyacrylamide à 8% pour 
la migration (90V, voltage constant). Puis un transfert a été réalisé sur glace, à ampérage 
constant (200mA pendant 90 minutes) sur une membrane de nitrocellulose. La membrane a 
été incubée pendant 30 minutes dans un tampon TBS-Tween 0.05% (50mM Tris-HCl, 
ph=7.6, 150mM de NaCl, Tween20 à 0.05%) contenant 5% de lait pour permettre une 
saturation de la membrane. Elle a ensuite été incubée sur la nuit, à 4°C, avec agitation, avec 
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l’anticorps primaire. Après lavages, la membrane a été incubée avec un anticorps secondaire 
couplé à la peroxydase pendant 2 heures et lavée. Les protéines reconnues par les anticorps 
sont révélées par un substrat chimiluminescent de la peroxydase (Pierce ECL WesternBlotting 
substrate, Thermo Scientific) pendant 5 minutes et l’image enregistrée à l’aide d’un imageur 
Chemidoc XRS® (BioRad) après 10 minutes d’exposition.  
 
3. Etude de glycosylation 
Des cellules HEK-293 ont été transfectées avec le plasmide pCDNA3.1 contenant la séquence 
de CASQ2 sauvage ou mutée, ou un plasmide pVSV-G ts045, utilisé comme contrôle de 
l’action de l’endoglycosidase dans cette expérience. En effet, ce plasmide contient une 
séquence codante pour une protéine thermosensible du virus de la stomatite vésiculaire : 
VSV-G, couplée à la Green Fluorescent Protein (GFP). Cette dernière a pour particularité 
d’être mal repliée à 40°C et d’être retenue dans le RE, la rendant accessible à l’action de 
l’endoglycosidase H. 
Les transfections ont été réalisées comme décrit précédemment, à la différence des 
températures d’incubation. Pour pCDNA3.1, l’incubation s’est faite à 37°C.  Pour pVSV-G 
ts045, l’incubation s’est faite 16h à 40°C. Puis pendant les 2 dernières heures, une boîte a été 
incubée à 40°C, et l’autre à 32°C. Les lysats ont ensuite été récoltés. Les échantillons ont été 
traités à l’endoglycosidase H (Endoglycosidase H, Roche) selon le protocole suivant : 15µg 
de protéines ont été dilués au 1/5e dans du PBS (pH=5.5), puis incubés avec 1µL 
d’endoglycosidase pendant 1 heure, avant d’être portés à ébullition avec un tampon de 
dénaturation, pour être analysés en SDS-PAGE. 
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4. Etude de polymérisation 
Après 24h de transfection, les cellules HEK-293 ont été remises en suspension grâce une 
incubation à 37°C de 5 minutes avec 1mL de trypsine, et l’ajout de 9mL de milieu de culture 
pour stopper l’action de l’enzyme. Les cellules ont été centrifugées à 800rpm pendant 5 
minutes. Le surnageant a été éliminé, et remplacé par 14mL de PBS afin de remettre les 
cellules en suspension. Cette opération a été effectuée 3 fois. Puis les culots cellulaires ont été 
resuspendus dans 5mL de tampon imidazole-sucrose 8%, une solution hypotonique, puis une 
lyse mécanique a été réalisée par aspirations successives à travers une aiguille de petit 
diamètre (29G). Une première centrifugation a permis de séparer les cellules lysées des 
cellules non lysées. Le surnageant, correspondant aux cellules lysées a été recueilli, et 
ultracentrifugé (45 minutes à 45 000rpm sous vide). Le surnageant a été éliminé, et le culot a 
été mélangé à un tampon de charge non dénaturant (5mL de Tris HCl 0.5M pH 6.8, 2g de 
SDS, 4g de glycérol, 0.1g de bleu de bromophénol qsp 20mL d’eau) avant d’être analysé en 
SDS-PAGE à 8% d’acrylamide dans les conditions précédemment décrites. 
 
5. Immunoprécipitation (IP) 
Un protocole d’IP a été mis au point en vue d’une étude ultérieure de Casq2 par 
spectrophotométrie de masse. 
100µL de lysat de HEK-293 transfectées (par pCDNA3.1 contenant CASQ2 sauvage ou muté) 
ont été incubés avec 3µL d’anticorps anti-casq2 polyclonal pur, sous agitation pendant une 
nuit, à +4°C. Ont été ajoutées ensuite 20µL de billes de sépharose couplées à de la protéine G. 
Ces dernières ont été  préalablement lavées en répétant 3 fois : ajout de 800µL de PBS, 
homogénéisation, centrifugation 2 minutes à 5000rpm, et élimination du surnageant. Un 
séchage final en utilisant une pipette et un cône fin est réalisé après le dernier lavage. Puis les 
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billes sont équilibrées avec un tampon RIPA. Après une incubation de 2h à température 
ambiante, les échantillons ont subi des lavages en PBS-Triton à 0.1% suivi de centrifugations. 
Les culots ont été séchés, et les billes restantes ont été reprises avec 40µL tampon de charge, 
portées à ébullition 3 minutes et congelées à -20°C. Les 40µL de produit d’IP ont été déposés 
sur un gel d’acrylamide pour une étude en immunoblot. 20µL de lysat non immunoprécipité 
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I. Etude de l’impact sur l’épissage des mutations CASQ2  
 
A. Mutations du gène CASQ2 
 
L’analyse du gène CASQ2 a été réalisée chez 183 probands chez qui le diagnostic de TVPC 
avait été posé. Pour 180 probands, l’analyse du gène CASQ2 a été réalisée en seconde 
intention après analyse du gène RYR2. L’analyse a été réalisée en première intention pour 
trois probands pour lesquels il existait un contexte de consanguinité familiale, en faveur d’une 
transmission autosomique récessive retrouvée dans le cas du gène CASQ2. 
Des mutations du gène CASQ2 ont été identifiées chez 13 probands, 10 cas sporadiques et  
trois probands avec un contexte familial de consanguinité (Tableau 5). Une mutation 
homozygote est présente pour chacun des probands analysés dans un contexte familial de 
consanguinité. Pour les 10 autres patients, une mutation a été retrouvée à l’état homozygote 
chez un patient, deux mutations à l’état hétérozygote composite chez 6 individus, et pour 6 
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  cDNA Protéine 
1 HTZ composite c.44C>G + c.939+1G>T p.S15C + altération épissage 
2 HTZ composite c.97C>T + c.838+88T>G p.R33X + signification inconnue 
3 HTZ composite c.115G>A + c.545T>C p.G39K + p.F182S 
4 HTZ composite c.164A>G + c.603delA p.Y55C + p.V203LfsX209 
5 Homozygote c.320-2A>G  altération épissage  
6 HTZ composite c.381C>T + c.546delT altération épissage + p.F182LfsX209 
7 Homozygote c.572C>T  p.P191L 
8 HTZ composite c.737+1G>A + c.939+5G>T altération épissage  
9 Homozygote c.781T>G  p.W261G 
10 HTZ composite c.923C>A + c.381C>T p.P308Q + altération épissage 
11 Homozygote c.1014+1G>A  altération épissage  
12 Hétérozygote? c.1147_1149delGAT + ? p.D383del + ? 
13 Hétérozygote? c.546delT + ? p.F182LfsX209 + ? 
La variation intronique c.838+88T>G de signification inconnue est indiquée en grisé. 
 
Au total, 17 mutations différentes ont été identifiées : 7 mutations faux-sens, 1 mutation non 
sens, 3 micro-délétions dont 2 entraînant un décalage du cadre de lecture, et 6 mutations 
altérant l’épissage (Figure 19). Parmi les 6 mutations altérant l’épissage, quatre affectent les 
dinucléotides invariants des sites consensus donneurs GT ou accepteurs AG (c.320-2A>G, 
c.737+1G>A, c.939+1G>T, c.1014+1G>A), tandis qu’une se situe en zone consensus 
d’épissage (c.939+5G>T), et une se situe hors de cette zone (c.381C>T). Ces mutations sont 
réparties grossièrement sur l’ensemble du gène. Deux mutations sont retrouvées à deux 
reprises, une mutation a déjà été identifiée dans la littérature (de la Fuente et al. 2008), treize 
mutations sont privées. 
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Figure 19 : Distribution des mutations de CASQ2 identifiées au laboratoire. 
Les mutations faux-sens sont dans la partie haute du schéma. Dans la partie basse sont indiquées les mutations d’épissage, les 
délétions et la mutation non-sens. 
 
Parmi les sept mutations faux-sens, six sont situées dans les domaines thiorédoxine-like de la 
protéine, qui interviennent dans la liaison des ions Ca2+ par Casq2 (tableau 6). Une est située 
au niveau du peptide signal de la protéine : la mutation p.S15C. Les cinq mutations p.E39K, 
p.F182S, p.P191L, p.W261G, p.P308Q concernent des acides aminés très conservés de la 
protéine. Aucune des variations n’a été identifiée parmi 200 chromosomes contrôles.  
 









Présence dans  
une population 
contrôle 
c.44C>G p.S15C conservatif non non 
c.115G>A p.E39K 
non 
conservatif oui non 
c.164A>G p.Y55C conservatif non non 
c.545T>C p.F182S 
non 
conservatif oui non 
c.572C>T p.P191L 
non 
conservatif oui non 
c.781T>G p.W261G 
non 
conservatif oui non 
c.923C>A p.P308Q 
non 
conservatif oui non 






p.P191L p.W261G p.P308Q 
c.320-2A>G 
c.381C>T  c.737+1G>A  
c.939+5G>C  
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B. Etude bioinformatique  
 
Ont été étudiées en bioinformatique : 
• les mutations d’épissage avérées (c.320-2A>G, c.381C>T, c.737+1G>A, 
c.939+1G>T, c.939+5G>C, c.1014+1G>A) afin de valider l’utilisation de ces 
logiciels au laboratoire, et de prédire l’effet sur l’épissage grâce à Cryp skip. 
• les mutations faux-sens (c.115G>A ; p.E39K, c.164A>G ; p.Y55C, c.545T>C ; 
p.F182S, c.572C>T ; p.P191L, c.781T>G ; p.W261G, c.923C>A ; p.P308Q) car une 
altération de l’épissage peut aboutir à une absence de protéine, qui peut avoir un effet 
fonctionnel plus important qu’une substitution d’un acide aminé. 
• les mutations de signification incertaine (c.44C>G ; p.S15C, c.838+88T>G) afin 
d’étudier leur impact sur l’épissage. 
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1. Variants situés dans les zones consensus d’épissage 5’ et 3’ 
 
Les variants situés dans les zones consensus d’épissage ont été étudiés grâce aux outils 
MaxEntScan et Splice Site Finder. Les résultats sont résumés dans le tableau 7. 
 
Tableau 7 : Prédictions bioinformatiques des variants situés en zone consensus  
MaxEntScan SpliceSiteFinder-like 
Mutations 
Seuil de  















Site naturel 3': 2,86 
(chute >15%) 
Site naturel 3': 
98,71 








Site naturel 5': -2,78 
(chute >15%) 
Site naturel 5': 
71,85 








Site naturel 5': 7,83 






Site naturel 5': 1,59 
(chute >15%) 
Site naturel 5': 
87,13 








Site naturel 5': 3,06 
(chute >15%) 
Site naturel 5': 
87,13 
Site naturel 5': 
74,43 (chute>5% 








Site naturel 5': -0,4 
(chute >15%) 
Site naturel 5': 
80,0 




Calcul des seuils de robustesse des sites sauvages du gène CASQ2 selon les recommandations de l’ANPGM : 
- sites 5’ : 5.88 
- sites 3’ : 5.56 
Cryp Skip donne un score entre 0 et 1 : 
- entre 0 et 0.5 le saut d’exon est plus probable 
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Une altération de l’épissage par abolition du site naturel correspondant est prédite pour les 
mutations c.320-2A>G, c.939+1G>T, c.939+5G>C et c.1014+1G>A.  
Pour la mutation c.737+1G>A, le score du site sauvage donneur est inférieur au seuil de 
robustesse, donc trop faible pour que l’analyse bioinformatique soit fiable. Les résultats de 
l’étude in silico ne sont pas utilisables selon les recommandations de l’ANPGM.  
Pour la variation c.781T>G, aucune altération de l’épissage n’est prédite, la diminution du 
score de son site donneur 5’ est inférieure à 15%. 
Pour les mutations c.320-2A>G, c.737+1G>A, c.939+1G>T et c.1014+1G>A où une 
abolition du site naturel était prédite, j’ai considéré quelle était la conséquence la plus 
probable à l’aide du logiciel Cryp Skip. Lorsqu’un site d’épissage est aboli, la conséquence 
sera soit le saut de l’exon situé à côté, soit l’activation d’un site cryptique d’épissage à 
proximité. Pour l’ensemble de ces mutations, l’effet le plus probable est un saut d’exon, qui 
entraîne une délétion respectivement des exons 3, 6, 9 et 10. Les sauts des exons 3, 6 et 9 
provoqueraient l’apparition d’un codon stop prématuré, alors que le saut de l’exon 10 ne 
décalerait pas le cadre de lecture et induirait une délétion des acides aminés 314 à 338, 
correspondant au troisième domaine thioredoxine-like de la protéine. 
Au vu de ces résultats, on retient donc que les quatre variations modifiant les dinucléotides 
invariants sont considérés comme délétères, avec saut d’exon. 
Pour le variant c.939+5G>C, l’étude bioinformatique montre une chute de la reconnaissance 
du site donneur naturel. Il a donc été décidé de poursuivre l’étude d’impact sur l’épissage par 
une étude fonctionnelle par minigène (Roux-Buisson et al. 2011) qui a mis en évidence une 
diminution de taille de transcrit correspondant au saut de l’exon 9, comme prédit par le 
logiciel Cryp Skip. 
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Enfin, pour la mutation c.781T>G, l’altération de l’épissage n’était pas retenue, et il n’y a 
donc pas eu d’étude par minigène. C’est le changement d’acide aminé qui est le plus 
probablement responsable de l’effet délétère de cette variation. 
 
2. Variants situés hors des zones consensus 5’ et 3’ 
 
Les variants situés en dehors des zones consensus d’épissage ont été analysés à l’aide des 
outils  MaxEntScan (MES), Human Splicing Finder (HSF), et Netgene2 (Tableau 8). 
Tableau 8 : Analyse bioinformatique des variants situés en dehors des zones consensus. 
MaxEntScan Human Splicing Finder 















Pas de site de 
novo 















Pas de site de 
novo 




Site de novo 5':10,13 
(>80% site naturel) 
5': 87,37 
3':94,52 
Site de novo 5': 
93,14 (>80% site 
naturel) 
Site naturel 5': 0,94 
Site de novo 5': 0,82 







Pas de site de 
novo 







Pas de site de  
novo 




Site de novo 3': 11,84 
(>80% du site naturel) 
3'(intron 8-9):87,08 
5'(intron 8-9):89,32 
Site de novo 3': 
89,84 (>80% 
du site naturel) 




Site de novo 3': 2,95 
(<80% site naturel) 
5': 94,09 
3': 87,08 
Site de novo 3': 
81,62 (>80% 
 du site naturel) 
Pas de différence 
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Aucun activation de site cryptique n’a été mise en évidence pour les variations c.44C>G, 
c.115G>A, c.164A>G, c.545T>C et c.572C>T.  
Les 3 outils prédisent de façon concordante la création d’un site de novo pour le variant 
c.381C>T. Une étude fonctionnelle par minigène a confirmé ces prédictions en montrant une 
différence de taille des transcrits correspondant à la délétion des 41 derniers nucléotides de 
l’exon 3, conséquence de la création d’un site donneur d’épissage en position c.380_381 
(Roux-Buisson et al. 2011). 
Pour le variant c.923C>A, seul le logiciel HSF suggérait la création d’un site de novo, ce qui 
était insuffisant pour poursuivre l’étude d’impact par minigène. 
Pour la variation c.838+88T>G, deux outils de prédiction sur les trois (MES et HSF) étaient 
en faveur de la création d’un site de novo, ce qui a motivé de pousser plus loin l’étude de 
l’épissage par l’utilisation d’un minigène, développée plus loin. 
En conclusion, ces outils bioinformatiques sont une aide précieuse à la décision d’une étude 
fonctionnelle de l’impact d’une variation sur l’épissage. 
 
C. Etude de l’impact sur l’épissage de la variation c.838+88T>G  
 
Comme indiqué précédemment, les variations c.939+5G>C et c.381C>T ont été étudiées à 
l’aide d’un minigène dans un travail antérieur à celui-ci, qui a permis de montrer que ces 
variations entraînaient respectivement un saut de l’exon 9 in vitro, et la création d’un site 
donneur dans l’exon 3.  
Il avait été décidé de ne pas étudier les transcrits ni leucocytaires ni musculaires car les 
transcrits leucocytaires sont un reflet inexact de l’épissage cardiaque et la biopsie musculaire 
squelettique avait été considérée comme trop invasive. 
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Ici, je me suis intéressé à la variation intronique c.838+88T>G en me basant sur les analyses 
bioinformatiques qui prédisaient un effet potentiel de cette variation sur l’épissage.  
La variation c.838+88T>G a été identifiée en association avec la mutation non-sens p.R33* 
chez la patiente 2, un cas sporadique de TVPC, diagnostiquée à 11 ans (tableau 5, p66). 
Figure 20 : Arbre généalogique de la famille du proband 2. 
 
Arbre généalogique montrant la répartition de la mutation c.97T>G ; R33*. Le cas index est représenté en noir plein et 
présente des symptômes de TVPC. Les symboles demi-remplis en noir correspondent à des individus hétérozygotes, 
présentant des battements ventriculaires prématurés ou des extrasystoles ventriculaires voire des courts épisodes de TV lors 
de l’épreuve d’effort. Les symboles demi-remplis en gris correspondent aux hétérozygotes qui présentent une exploration 
négative. La variation c.838+88T>G est indiquée chez le cas index et ses deux parents. 
 
 
Chez cette patiente, une seule mutation hétérozygote présentant un caractère délétère évident 
avait été identifié. Il s’agissait de la mutation non-sens p.R33*, responsable d’un codon stop 
très précoce tronquant la protéine de l’ensemble de ces domaines fonctionnels. L’étude 
familiale montre que la mutation non-sens a été identifiée chez des apparentés qui sont tous 
asymptomatiques, mais avec pour certains des arythmies mises en évidence à l’épreuve 
d’effort (figure 20). 
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Dans ce contexte, plusieurs hypothèses pouvaient être posées pour expliquer la génétique de 
la TVPC chez ce proband :  
- il s’agissait d’un cas de transmission autosomique dominant à pénétrance variable, 
avec des individus porteurs pouvant être symptomatiques, asymptomatiques, ou 
présentant une épreuve d’effort positive. 
- il s’agissait d’un cas de transmission autosomique récessive liée à CASQ2, et une 
mutation n’a pas été identifiée (comme dans le cas d’une mutation intronique 
profonde). 
- un autre gène est impliqué dans le phénotype observé chez la patiente. 
 
Dans le contexte de l’hypothèse d’une transmission autosomique récessive généralement 
admise dans les TVPC associées à des mutations du gène CASQ2, nous avons recherché des 
variations potentiellement pathogènes chez cette patiente. Au niveau des régions analysées, 
seule une variation hétérozygote non répertoriée dans les bases de polymorphisme a été 
identifiée : c.838+88T>G  au niveau de l’intron 8. Cette variation correspond à la substitution 
d’une thymine par guanine 88 nucléotides après le début de l’intron 8. Les logiciels de 
prédiction MES et HSF étaient en faveur de la création d’un site de novo en position 
c.838+87_88. Une étude familiale a permis de confirmer que les variations c.97C>T et 
c.838+88T>G se trouvaient en trans, ce qui était compatible avec une transmission 
autosomique récessive de la pathologie (Figure 20). En se basant sur ces arguments, nous 
avons décidé de poursuivre l’analyse de l’impact potentiel sur l’épissage du variant 
c.838+88T>G à l’aide d’une étude par minigène. 
Pour cela, une mutagenèse  dirigée c.838+88T>G a été réalisée à partir du minigène décrit 
dans le paragraphe matériels et méthodes afin d’obtenir un minigène portant une guanine en 
position 88 de l’intron 8. La séquence a été contrôlée après mutagenèse dirigée (Figure 21). 
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Figure 21 : Contrôle de la mutagénèse dirigée c.838+88T>G dans le minigène.  
a/ Séquence du minigène sauvage 
 




La flèche rouge indique le nucléotide muté c.838+88T>G 
 
Les plasmides portant les minigènes sauvage ou muté ont ensuite été transfectés dans des 
HEK-293, et les cellules ont été récoltées. Après extraction de l’ARN et transcription inverse, 
j’ai réalisé une PCR grâce à deux amorces plasmidiques pCI-neoF et T3R. 
L’étude des produits de PCR des transcrits est montrée dans la figure 22. 
Pour le minigène sauvage, on observe une bande à 594 pb (flèche b) correspondant au 
transcrit final épissé (Roux-Buisson et al. 2011) soit une succession des exons 8, 9 et 10 sans 
les paires de bases introniques. Un bande est observée à 1729 pb et correspond au transcrit du 
minigène non épissé, c’est-à-dire comprenant les trois exons, ainsi que les paires de bases 
introniques flanquantes. Enfin, des transcrits intermédiaires sont visibles à différents poids 
moléculaires, correspondant à des transcrits partiellement épissés. 
Pour le minigène muté en c.838+88T>G, on observe également une bande de 594pb pour le 
transcrit épissé, de même taille que l’ARNm mature observé chez le sauvage (flèche b), ce qui 
nous a conduit à conclure que la variation c.838+88T>G n’avait aucun impact sur l’épissage 
dans ce système de minigène. 
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Figure 22 : Etude des produits de PCR obtenus après RT-PCR à partir des transcrits du 
minigène sauvage ou muté c.838+88T>G.  
 
Concernant le minigène « sauvage », il est observé ici un transcrit primaire de taille attendue 1729 pb qui correspond à 
l’ARN non épissé (flèche a).  Le transcrit qui a subi un épissage de ses introns se situe à la taille attendue, à 594pb (flèche b). 
 
Il est donc très peu probable la variation c.838+88T>G altère l’épissage in vivo pour la 
patiente 2 et ce variant doit être considéré comme un polymorphisme très probable. Pour la 
patiente 2, une mutation non identifiée sur le gène CASQ2, comme une mutation intronique 
plus profonde par exemple, peut être responsable du phénotype de TVPC de la patiente, selon 
un mode de transmission autosomique récessif. Un mode de transmission autosomique 
dominant à pénétrance incomplète peut être également évoqué pour la mutation non-sens 
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II. Etude de la mutation c.44C>G; p.S15C de CASQ2 
 
Parmi l’ensemble des mutations identifiées sur le gène CASQ2, nous avons trouvé sept 
mutations faux-sens. L’une d’elles, la variation p.S15C, nous a paru particulièrement 
intéressante à étudier du fait de sa localisation dans le peptide signal. L’ensemble des 
mutations faux-sens identifié dans Casq2 à ce jour se situe au niveau des domaines 
thioredoxine-like de la protéine. Les études fonctionnelles réalisées montrent que ces 
mutations seraient principalement associées à des anomalies de chélation du calcium par 
Casq2. La variation p.S15C se situant au niveau du peptide signal (PS) de la protéine, il n’y a 
aucune raison qu’elle ait un impact sur l’interaction de Casq2 avec les cations Ca2+. 
L’hypothèse physiopathologique serait toute autre. Cette mutation en modifiant la séquence 
consensus du signal peptide pourrait par exemple altérer la reconnaissance du PS par la SRP, 
et empêcher son adressage au reticulum. La protéine Casq2 pourrait ainsi rester cytosolique, 
et être dégradée précocement. La mutation pourrait entraîner un défaut d’action de 
l’endopeptidase de la lumière du reticulum et donc un défaut de clivage du peptide signal. La 
persistance éventuelle du peptide signal en N-terminal pourrait alors entraîner i) un défaut de 
localisation de la protéine (anomalie d’adressage ou de trafic), ou ii) une modification de ses 
propriétés chimiques du fait d’une modification de son extrémité N-terminale, comme sa 
capacité à polymériser par exemple.  
J’ai donc entrepris l’étude de l’impact de la variation p.S15C sur la protéine pour savoir si 
cette variation avait un effet ou était un polymorphisme sans conséquence. J’ai réalisé ces 
études par expression ectopique de la protéine Casq2 sauvage ou mutée dans deux modèles de 
lignées cellulaires non-myogéniques, les cellules COS-7 pour les études en 
immunofluorescence et les cellules HEK-293 pour les études biochimiques (immunoblot, 
étude de glycosylation, étude de polymérisation, immunoprécipitation).  
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A. Contexte clinique et génétique 
 
Le proband est un cas sporadique de 50 ans adressé pour des syncopes répétées à l’effort 
depuis plusieurs années. Le séquençage du gène CASQ2 a permis d’identifier deux variations 
hétérozygotes chez ce patient : c.44C>G (p.S15C) et c.939+1G>T (proband 1, tableau 6). 
Lors de l’étude familiale, seule l’analyse du père du proband a pu être réalisée, l’ADN 
maternel n’étant pas disponible. Cette analyse a permis de montrer que la variation 
c.939+1G>T est d’origine paternelle et pas la variation c.44C>G (Figure 23). L’étude 
familiale est compatible avec une transmission autosomique récessive de la pathologie 
associée aux deux variations c.44C>G et c.939+1G>T, même si une néomutation c.44C>G 
survenue chez le proband au niveau de l’allèle paternel ne peut être écartée. 
 
Figure 23 : Famille du proband 1. 
 
Le proband porteur de deux mutations à l’état hétérozygote.  
















c.44C>G; p.S15C +/- 
c.939+1G>T +/- 
c.939+1G>T +/- 
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B. Clonage du cDNA de CASQ2 et mutagenèse dirigée p.S15C 
 
 
Le cDNA de CASQ2 humain a été cloné dans pCR2.1 dans un premier temps. Vingt colonies 
ont été prélevées, et la séquence codante a été séquencée. Seul un clone présentait une 
séquence correcte en raison de la faible fiabilité de la Taq polymérase utilisée lors de la PCR. 
Le clone sélectionné a ensuite été inséré dans le plasmide d’expression de cellules de 
mammifères, pcDNA3.1. Cette construction a été contrôlée par digestion enzymatique (voir 
figure 24) et séquençage, ce qui a permis de vérifier l’intégralité de la séquence codante de 
CASQ2, suivie en 3’ d’une étiquette HA puis d’un codon stop. 
 
Figure 24 : Contrôle de digestion de pCDNA3.1 contenant le cDNA de CASQ2 sauvage 
 
L’insertion du cDNA dans pcr2.1 a été vérifiée par digestion. Les poids moléculaires obtenus sont ceux attendus : 
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Le codon correspondant au résidu sérine en position 15 a été changé en cystéine par 
mutagenèse dirigée à l’aide du kit Quik Change® II XL Site Directed Mutagenesis 
(Stratagene). L’introduction de la mutation a été contrôlée  par séquençage (Figure 25). 
 
Figure 25 : Séquence du clone de CASQ2 sauvage ou muté p.S15C 
 a. Séquence du clone de CASQ2 sauvage 
 
b. Séquence du clone de CASQ2 muté p.S15C 
 
La flèche rouge indique le nucléotide muté c.44C>G reproduisant la mutation observée chez le patient 2. 
 
A l’issue de ces manipulations, je disposais donc de deux constructions plasmidiques, l’une 
contenant la séquence du cDNA de CASQ2 sauvage, et l’autre contenant la séquence du 
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C. Etude en immunoblot 
 
Compte-tenu des hypothèses initiales d’un possible défaut de clivage du peptide signal lié à la 
mutation, j’ai recherché par immunoblot  une différence de poids moléculaire entre la protéine 
sauvage et mutée liée à la persistance éventuelle du peptide signal. Le peptide signal 
correspondant à une séquence de 19 acides aminés, soit environ 2kDa. En cas de non clivage 
du peptide signal, la protéine mutée aurait donc une masse moléculaire apparente plus élevée 
que la protéine sauvage d’environ 2 kDa. Par ailleurs, dans l’hypothèse d’un défaut 
d’adressage au reticulum de la protéine, celle-ci pourrait être dégradée et j’ai donc recherché 
par immunoblot une éventuelle dégradation de la protéine mutée par rapport à la protéine 
sauvage. 
 Après transfection du cDNA de Casq2 sauvage ou mutée dans des cellules HEK-293 et étude 
de l’expression de Casq2 en immunoblot, on voit qu’il n’existe pas de différence de masse 
moléculaire apparente entre la protéine sauvage et mutée (Figure 26). Cette expérience n’a 
donc pas permis pas de mettre en évidence une différence de masse moléculaire qui aurait pu 
être liée à la persistance du peptide signal dans Casq2 mutée. Par ailleurs, l’intensité des deux 
bandes protéiques sauvage ou mutée est identique. Cette étude n’a donc pas permis de mettre 
en évidence de dégradation de la protéine mutée, qui avait été recherchée dans une hypothèse 
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Figure 26 : Immunoblot à partir de lysat cellulaire de HEK-293 surexprimant Casq2 
 
 
20µg de dépôt de protéine a été réalisée dans chaque ligne. La révélation de la protéine Casq2 a été faite à l’aide d’un 
anticorps anti-HA. La bande correspondant à Casq2 possède une masse moléculaire apparente 55kDa correspondant au poids 
moléculaire attendu de la protéine (Kalyanasundaram et al. 2012, figure 27). On n’observe une bande identique pour la 
protéine sauvage et la protéine mutée. 
 
 
D. Etude de localisation en immunofluorescence 
 
Après transfection et réexpression de la protéine sauvage ou muté p.S15C dans des cellules 
COS-7, j’ai regardé si la localisation de la protéine était modifiée par la mutation. L’efficacité 
de la transfection était évaluée à 8%, ce qui permettait d’étudier un nombre suffisant de 
cellules (n=500 cellules observées). Les résultats de l’étude en immunofluorescence indirecte 












 - 83 - 
Figure 27 : Co-immunomarquage de la calséquestrine de type 2 et de la calnexine dans 
des cellules COS-7 surexprimant casq2 taguée HA  
 
La protéine Casq2 est révélée à l’aide d’un anticorps anti-HA monoclonal et d’un anticorps secondaire anti-souris couplé 
Alexa488 (en vert). La calnexine est détectée à l’aide d’un anticorps anti-calnexine, polyclonal, et d’un anticorps secondaire  
anti-lapin couplé Cy3 (rouge). 
Le marquage calnexine met en évidence le  reticulum endoplasmique, avec un aspect typique réticulé. Le marquage de Casq2 
taguée HA permet d’observer deux éléments : un marquage de type reticulum endoplasmique d’une part, et des 
accumulations périnucléaires (flèches blanches) d’autre part.  
 
 
La première observation est le fait qu’il n’y a pas de différence notable entre les localisations 
de la protéine sauvage et de la protéine mutée. Ces images montrent que la protéine Casq2 
colocalise partiellement avec la calnexine au niveau de reticulum endoplasmique, localisation 
attendue  pour une protéine du reticulum sarcoplasmique exprimée dans une cellule non-
musculaire.  
Par ailleurs, on observe des images punctiformes périnucléaires à la fois chez Casq2 sauvage 
et mutée, compatible avec une accumulation locale de la protéine. Le fait qu’une partie de ces 
images punctiformes colocalise avec la calnexine suggère que Casq2 serait localement 
accumulée dans le RE.  
HA Calnexine Superposition 
Sauvage 
Muté 
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Toutefois, la question s’est posée de savoir si les marquages punctiformes intenses observés 
pouvaient correspondre à une localisation de la protéine dans un autre organite subcellulaire, 
l’appareil de Golgi. La figure 28 figure montre un co-marquage de la calséquestrine et de la 
giantine, marqueur du cis-Golgi. La superposition des deux images ne montre aucune co-
localisation des deux marquages : la protéine casq2 sauvage ou mutée n’est donc pas 
détectable dans l’appareil de Golgi pas cette technique. 
 
Figure 28 : Co-immunomarquage de Casq2 et de la giantine dans des cellules COS-7 
surexprimant Casq2  
 
Anticorps anti-HA dont l’anticorps secondaire est couplé au fluorochrome Alexa488 (en vert), et anticorps anti-giantine 
marquée dont le secondaire est couplé au fluorochrome Cy3 (en rouge). 
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E. Etude de la glycosylation de Casq2 
 
Nous nous sommes demandé si éventuellement la protéine mutée pouvait perturber la 
rétention de Casq2 dans le reticulum. Dans ce cas, il serait envisageable que la protéine 
mutée, comme de nombreuses protéines résidentes du reticulum, transite par le Golgi puis 
revienne dans le reticulum. Ceci n’aurait pas été détectable en immunofluorescence.  
Pour savoir si une protéine est retenue dans le RE ou transite par l’appareil de Golgi puis 
revient dans le RE, il est possible d'effectuer un test de déglycosylation par l'endoglycosidase 
H. En effet, la maturation des sucres portés par les protéines commence dans le réticulum et 
s'achève dans l'appareil de Golgi. Les glycosylations qui surviennent dans le réticulum sont 
sensibles à l’action de l’endoglycosidase H. En revanche, l’étape de maturation des sucres 
réalisée par la manosidase II au niveau de l’appareil de Golgi rend les glycoprotéines 
résistantes à la digestion par l'endoglycosidase H. Ainsi, la résistance à cette enzyme est un 
moyen de savoir si une protéine a atteint l'appareil de Golgi.  
Physiologiquement, Casq2 ne transite pas par l’appareil de Golgi, elle est adressée au 
reticulum grâce au peptide signal puis est glycosylée au niveau du reticulum, où elle est 
ensuite retenue par des mécanismes mal compris. La forme physiologique de Casq2 est donc 
glycosylée et sensible à l’action de l’endoglycosidase H car elle ne transite pas par l’appareil 
de Golgi (Kirchhefer et al. 2010).  
Pour voir si une partie de Casq2 modifié par la mutation p.S15C, pouvait sortir du reticulum 
et transiter par l’appareil de Golgi j’ai étudié la déglycosylation de la molécule par 
l’endoglycosidase H.  
Pour cela, j’ai d’abord mis au point une étude de glycosylation à l’aide d’une construction 
contenant la séquence codante de VSV-GtsO45-GFP, la glycoprotéine G du virus de la 
stomatite vésiculaire-fusionné à la GFP,  une glycoprotéine thermosensible dont le transit est 
modifié selon la température de culture. Cette protéine a la particularité d’être mal repliée à 
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40°C, et d’être ainsi retenue dans le reticulum endoplasmique à cette température. Cette 
rétention rend la protéine accessible à l’action de l’endoglycosidase H. En revanche, à 32°C, 
la protéine se replie correctement et est transportée vers l’appareil de Golgi, où des 
modifications des sucres par la mannosidase II empêchent l’action de l’enzyme, et donc le 
clivage des résidus sucrés.  
 
Figure 29: Immunoblot de VSV-G-GFP à 32° et 40° avec ou sans action de 
l’endoglycosidase H. 
 
Immunoblot de VSV-G fusionné avec la GFP (anticorps anti-GFP), montrant VSV-G avec ou sans traitement à 
l’endoglycosidase H, avec incubation à 32°C (protéine transitant par l’appareil de Golgi) ou à 40°C (protéine 
retenue dans le RE).  
La flèche met en évidence la différence de poids moléculaire de VSV-G retenue dans le RE traitée à l’EndoH. 
PM attendu de VSV-G : 84.5kDa 
 
La figure 29 montre l’action de l’endoglycosidase H sur la glycoprotéine VSV-G, dans deux 
conditions différentes : à 40°C et à 32°C. 
L’endoglycosidase H n’a pas d’action sur VSV-G quand les cellules ont été incubées à 32°C, 
les deux bandes sont à la même hauteur. A 40°C en revanche, la protéine subit l’action de 
















Forme non glycosylée 
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Dans un second temps, j’ai étudié la sensibilité de la protéine Casq2 mutée à 
l’endoglycosidase H comme indicateur de rétention de Casq2 dans le RE.  
La figure 30 confirme la sensibilité à l’enzyme de Casq2 mutée. Ce résultat montre l’absence 
de transit de Casq2 mutée p.Ser15Cys par l’appareil de Golgi. Une erreur de manipulation est 
la raison pour laquelle l’image pour la protéine sauvage n’est pas disponible.  
 
Figure 30 : Immunoblot de casq2 mutée taguée HA, avec et sans action de 
l’endoglycosidase H. Anticorps anti-HA utilisé comme anticorps primaire. 
 
Les deux flèches mettent en évidence la différence de poids moléculaire entre la protéine traitée par l’EndoH et 
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F. Etude de polymérisation de Casq2 
 
L’extrémité N-terminale de Casq2 intervient dans le phénomène de polymérisation de la 
protéine. La mutation p.S15C, altérant potentiellement le clivage du peptide signal, pourrait 
modifier cette propriété de polymérisation, ce que j’ai étudié par immunoblot. J’ai recherché 
l’existence de polymères en réalisant une électrophorèse en conditions non dénaturantes. Pour 
cela, après transfection du cDNA de CASQ2 sauvage ou mutée dans des cellules HEK-293, 
j’ai réalisé un lysat protéique en conditions non dénaturantes et révélé par immunoblot la 
protéine Casq2.  
 
Figure 31 : Immunoblot de Casq2 en condition dénaturantes 
 
Les bandes à 55kDa correspondent aux monomères de Casq2. Pour la protéine sauvage déposée avec tampon non dénaturant, 
une bande au dessus de 100kDa est observée, qui pourrait correspondre à des dimères (110kDa) (flèche noire). Il n’y a pas 
cette bande présente pour la protéine mutée, mais le dépôt protéique était plus faible comme l’atteste la bande plus faible à 
55kDa. 





110kDa: forme dimérique 
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La figure 31 montre, qu’en conditions dénaturantes et non dénaturantes, une même bande à 
55kDa correspondant à Casq2 sous forme de monomère est observée pour les 2 constructions 
de la protéine, sauvage et mutée. En conditions non dénaturantes, une bande à 110kDa 
apparaît pour Casq2 sauvage, qui pourrait correspondre à la protéine sous forme dimérisée. En 
effet, ces conditions permettent de respecter davantage les polymères de protéines. Il n’y a en 
revanche pas de bande observable à cette taille pour la protéine mutée p.S15S, ce qui 
suggèrerait un défaut de polymérisation. Les conditions dénaturantes utilisées ici comme 
contrôle, ne montrent que des bandes à 55kDa correspondant à des monomères, pour la 
protéine sauvage et mutée.  
Il est intéressant de noter que la dimérisation de Casq2 se fait selon un mode « front-to-front » 
entre les deux extrémités N-terminales de deux molécules de Casq2. La persistance du PS 
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G. Immunoprécipitation 
 
Les investigations précédentes n’ont pas été suffisantes pour affirmer ou infirmer un effet de 
la mutation p.S15C sur Casq2. Pour pouvoir mettre en évidence la persistance du PS chez la 
protéine mutée, un séquençage N-terminal va être réalisé en collaboration avec la plateforme 
EdyP. Un échantillon purifié de Casq2 est nécessaire pour cette analyse, et une 
immunoprécipitation de la protéine sauvage et mutée a été faite grâce à un anti-Casq2 
polyclonal (Figure 32). Des bandes identiques aux contrôles sont visualisables au poids 
moléculaire attendu. En outre, il y a une atténuation nette du bruit de fond observable sur les 
contrôles. Ce protocole est donc utilisable pour la future analyse en spectrométrie de masse 
qui permettra d’attester ou non de la présence du peptide signal chez la protéine mutée. 
 
Figure 32 : Immunoblot d’IP de Casq2 sauvage et mutée  
 
Contrôles d’IP de 20% de la quantité de lysat utilisée pour l’IP. Anticorps d’IP: anti-casq2 polyclonal, anticorps primaire 
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I. Etude de l’épissage 
 
Une première partie de mon travail a consisté à faire un bilan des mutations du gène CASQ2 
identifiées au laboratoire de Biochimie Génétique et Moléculaire de Grenoble. Il y avait au 
total 17 mutations identifiées, avec 7 mutations faux-sens, 1 mutations non-sens, 3 
microdélétions, et 6 variations altérant l’épissage. Environ la moitié des variations de CASQ2 
est de nature tronquante (9 sur 17), et l’autre moitié est constituée des mutations faux-sens, ce 
qui est en accord avec les données de la littérature (Leenhardt et al. 2012). Le mécanisme 
physiopathologique sous-jacent est une absence de protéine dans environ la moitié des cas. Le 
mécanisme physiopathologique associé aux mutations faux-sens est moins évident, la nature 
de la substitution de l’acide aminé ayant un impact sur la fonction de la protéine, selon sa 
localisation et ses propriétés physicochimiques. Les mutations faux-sens peuvent donc être 
associées à un défaut fonctionnel de la protéine. Elles peuvent également être associées à une 
défaut quantitatif (absence de protéine) soit parce que la protéine est dégradée, soit parce que 
la substitution nucléotidique correspondant à la variation faux-sens va entraîner une anomalie 
d’épissage. 
Il a été montré que toute variation nucléotide est susceptible d’altérer l’épissage par des 
mécanismes plus ou moins complexes. J’ai regardé dans ce travail si les mutations faux-sens 
identifiées au niveau du gène CASQ2 étaient susceptibles d’altérer l’épissage.  
Ceci présente plusieurs intérêts : 
1/ Il s’agit de comprendre le mécanisme pathogène de la variation et donc le mécanisme 
physiopathologique associé. En effet, pour une mutation faux-sens, c’est le changement 
d’acide aminé qui entraîne une altération de la fonction de la protéine alors que pour une 
mutation d’épissage, la conséquence est généralement un saut de l’exon situé à proximité, ou 
l’utilisation d’un site cryptique d’épissage, ces deux mécanismes conduisant en cas de 
décalage du cadre de lecture à un codon stop prématuré avec une absence de protéine.  
 - 93 - 
2/ D’autre part il sera intéressant à plus long terme d’établir une éventuelle corrélation 
phénotype-génotype en fonction de la nature des mutations impliquées, ce qui n’est possible 
que si la nature des mutations est bien définie. En effet, une mutation d’épissage va donner 
une protéine tronquée, ce qui se traduira par un défaut quantitatif, à l’inverse d’une mutation 
faux-sens qui va donner un défaut de fonction de la protéine, c’est-à-dire un défaut qualitatif. 
Il est intéressant de noter que chez les patients étudiés dans ce travail, seuls 3 sur 13 étaient 
porteurs de deux mutations faux-sens n’affectant pas l’épissage, ce qui suggère une 
prépondérance des défauts quantitatifs de Casq2 dans la TVPC. 
3/ Enfin, à encore plus long terme, il serait envisageable de proposer différents types de 
thérapie génique selon la nature de la mutation. Une mutation faux-sens se révélant avoir un 
mécanisme physiopathologique impliquant l’épissage (le plus souvent un saut d’exon),  
pourrait éventuellement être la cible d’une thérapie génique par chirurgie des ARNs. Ce type 
de thérapie est applicable aux mutations d’épissage et les preuves de principes sont de plus en 
plus nombreuses (Singh et al. 2012, Wilton et al. 2005). 
 
A. Variants situés au niveau des sites consensus d’épissage 
Six variations étaient situées au niveau des sites consensus d’épissage : c.320-2A>G, 
c.737+1G>A, c.781T>G, c.939+1G>T, c.939+5G>C et c.1014+1G>A. L’impact de ces 
variations a été étudié in silico. 
Au cours de ce travail, les logiciels ont reconnu tous les sites physiologiques de CASQ2 à 
l’exception du site 5’ de l’intron 7 pour la variation c.737+1G>A, ce qui traduit d’une part 
l’efficacité de ces logiciels pour identifier les sites d’épissage et ce qui a d’autre part permis 
d’exploiter les analyses réalisées in silico pour la grande majorité des mutations étudiées. 
Pour les variations c.320-2A>G, c.939+1G>T, c.939+5G>C et c.1014+1G>A, le logiciel 
Cryp Skip a montré que l’effet probable de l’abolition du site physiologique était un saut de 
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l’exon correspondant, aboutissant à une protéine tronquée, sauf pour le variant c.1014+1G>A 
qui n’engendre pas de décalage du cadre de lecture. Le support physiopathologique de 4 des 6 
mutations d’épissage est donc une absence de protéine. 
Les deux mutations c.781T>G et c.939+5G>C ne modifiaient pas les dinucléotides invariants 
des sites canoniques d’épissage mais étaient situés à proximité. La variation c.939+5G>C 
modifiait le cinquième nucléotide de l’intron 9, une position importante du site donneur où se 
fixent des facteurs d’épissage comme la SnRNP U1 (Cartegni et al. 2002). L’ensemble des 
logiciels prédisaient une abolition de la reconnaissance de ce site donneur 5’, ce qui a été 
confirmé par une étude sur minigène. L’analyse de cette variation à l’aide de l’algorithme 
décissionnel a permis de valider son utilisation pour ce variant du gène CASQ2, ce qui était 
intéressant puisqu’il a été élaboré à partir d’analyse  des gènes BRCA1 et BRCA2 (Houdayer 
et al. 2012). 
Pour la variation c.781T>G (p.W261G), aucun logiciel n’a prédit d’impact sur l’épissage, 
l’analyse n’a donc pas été poursuivie. Le nucléotide modifié est situé 3 pb en amont du site 
donneur de  l’intron 7,  et il n’est pas considéré comme d’importance majeure dans la 
reconnaissance du site donneur, ce qui est en accord avec les prédictions bioinformatiques 
(Cartegni et al. 2002). L’effet le plus probable de cette variation apparaît donc être lié à la 
substitution du tryptophane par une glycine en position 261. Il s’agit de l’un des cinq 
tryptophanes de la protéine qui participe au « cœur hydrophobe » du domaine III de la 
protéine avec les tryptophanes 318 et 343 (Kim et al. 2007). La perte de fonction de la 
protéine associée à la variation p.W261G est très probable, en effet, la substitution de 
tryptophane en position 261 risque d’entraîner la perte de l’intégrité du cœur hydrophobe du 
domaine III avec une altération fonctionnelle de la protéine. 
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Au total, il est intéressant de noter que les prédictions bioinformatiques constituent un 
élément important complémentaire pour la prise de décision d’explorations complémentaires 
de l’impact de variants de signification incertaine.  
Les recommandations de l’ANPGM offrent une méthode bioinformatique d’étude simple, 
avec une excellente sensibilité (96%).  
 
B. Variants situés en dehors des sites consensus d’épissage 
J’ai décidé d’étudier les variations suivantes situées en dehors des zones consensus 
d’épissage : les variations faux-sens c.44C>G, c.115G>A, c.164A>G, c.545T>C, c.572C>T et 
c.923C>A, la variation synonyme c.381C>T et la variation intronique c.838+88T>G. Je n’ai 
pas étudié les microdélétions ni la variation non-sens car leur caractère délétère étant admis, 
l’intérêt de l’étude de leur impact sur l’épissage était moindre.   
Pour les variations c.44C>G, c.115G>A, c.164A>G, c.545T>C et c.572C>T, aucun site ne 
prédisait d’altération de l’épissage. 
Pour la mutation c.923C>A, les résultats étaient discordants. Si NetGene2 ne reconnaissait 
aucune création de site, pour HSF, un site émergeait pour atteindre 94% du score du site 
naturel. Pour MES,  le score de 2.95 d’atteignait que 31% du score du site. 
Il était à noter que cette variation affaiblissait 7 ESE, dont 2 étaient complètement abolis. 
Le groupe d’étude sur l’épissage de l’ANPGM n’offrant pas de recommandation claire quant 
à la conduite à tenir en cas de discordance entre les logiciels de prédictions, avec seulement 1 
outil bioinformatique sur 3 en faveur d’une altération de l’épissage ce variant n’a pas été 
retenu. On peut tout de même privilégier l’hypothèse de l’impact de la substitution d’acide 
aminé comme mécanisme pathogène. La variation p.P308Q concerne un acide aminé très 
conservé de la protéine. Elle est située dans la courte boucle entre le feuillet β3 et l’hélice α13 
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du domaine III de la protéine (Figure 8, p27). Il s’agit probablement d’un résidu fondamental 
en terme structural pour la protéine (de la Fuente 2008). 
Pour le variant c.838+88T>G, si le site NetGene2 ne mettait en évidence aucune création de 
site de novo, les logiciels MES et HSF s’accordaient pour l’activation d’un site cryptique, 
avec des scores respectivement à 126% et 103% du score du site  sauvage. 
Avec deux logiciels d’étude en faveur d’un impact sur l’épissage, ce variant était donc à 
considérer légitimement comme candidat à un test in vitro à l’aide d’un minigène. Cette étude 
fonctionnelle n’a pas mis en évidence d’altération de l’épissage, ce qui est donc en défaveur 
de son caractère pathogène. Cependant, l’étude par minigène présente des limites et n’est 
qu’un reflet inexact de l’épissage physiologique. En effet, dans le minigène seules les 200 pb 
introniques bornant l’exon étudié sont présentes alors qu’il est connu que l’épissage est un 
mécanisme complexe qui met en jeu des séquences régulatrices quelquefois situées à 
plusieurs centaines de pb de distance. D’autre part, l’épissage diffère en fonction du type 
cellulaire, et étudier des transcrits issus d’une lignée de cardiomyocytes pourrait donner des 
résultats différents. L’étude de minigène reste néanmoins un outil d’étude intéressant et 
relativement simple à mettre en place.  
 La transmission autosomique récessive de la pathologie chez le proband porteur de la 
variation c.838+88T>G n’est donc pas établie, mais il est possible qu’une variation plus 
profonde n’ait pas été identifiée. Il est également envisageable qu’un autre gène encore 
inconnu soit responsable de son phénotype. 
 Enfin, la variation c.381C>T ; p.= était prédite comme altérant l’épissage pour tous les outils 
bioinformatiques, ce qui confirmait le résultat d’une étude par minigène réalisée dans un 
travail précédent. 
Au cours de ce travail, j’ai également observé que la plupart des variants avaient un impact in 
silico sur les séquences régulatrices (ESE majoritairement) par abolition de site et/ou création 
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de sites (données non montrées). Cependant, les recommandations de l’ANPGM préconisent 
de ne pas interpréter ces prédictions car à ce jour, trop peu de données ont été étudiées 
(Houdayer et al. 2011). 
Les recommandations du groupe d’étude sur l’épissage ont été principalement établies à partir 
de travaux réalisés sur le gène BRCA1 ce qui pourrait être considéré comme une limite. 
Néanmoins l’utilisation de ces logiciels a permis de valider a posteriori l’impact de variations 
étudiées par minigène (c.939+5G>C et c.381C>T ; p.=, Roux-Buisson et al. 2011). Il est 
également intéressant de constater que les variations pour lesquelles les résultats des 
différents outils de prédiction n’étaient pas concordant n’ont pas pu être confirmé après étude 
par minigène (c.838+88T>G). 
En conclusion, l’utilisation systématique de l’algorithme décisionnel impliquant des 
prédictions bioinformatiques pourrait être mise en place en diagnostic de routine, pour 
envisager par la suite une validation fonctionnelle par minigène de certaines variations. Il sera 
intéressant de développer au laboratoire l’analyse des transcrits leucocytaires afin de 
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II. Etude de la mutation faux-sens p.S15C de Casq2 
 
La deuxième partie du projet avait pour but de réaliser une caractérisation  fonctionnelle d’un 
nouveau variant de CASQ2 : p.S15C, situé dans le peptide signal de la protéine. 
 
A. Clonage de Casq2 
Dans un premier temps, j’ai réalisé le clonage de l’ADNc de CASQ2 humain.  La construction 
présente une courte partie 5’UTR  et  inclut une séquence consensus KOSAK optimale pour 
permettre une meilleure transfection, ainsi qu’une étiquette HA en 3’ pour assurer une 
détection efficace. On notera sur le plan technique que l’utilisation du kit TOPO-TA 
nécessitant l’utilisant d’une polymérase sans activité 3’exonucléase a été peu efficace lors du 
clonage puisque 19 colonies sur 20 présentaient des erreurs de séquences. Par la suite, nous 
n’avons plus utilisé ce kit pour le clonage de produits PCR afin de contourner ce problème. 
Nous avons décidé d’utiliser le kit TOPO-Blunt, qui permet d’utiliser une polymérase 
« proof-reading » avec une activité 3’ exonucléasique lors de la PCR, ce qui nous a permis 
d’obtenir une proportion majoritaire de clones sans erreur de séquences (données non 
montrées). 
J’ai donc obtenu un clone de Casq2 sauvage, et muté p.S15C tagué HA. Ce clone a été utilisé 
dans ce travail pour étudier la variation p.S15C mais pourra servir pour l’étude fonctionnelle 
d’autres mutations faux-sens identifiées au laboratoire. 
 
 - 99 - 
B. Etude de la mutation p.S15C 
Dans un deuxième temps, j’ai étudié l’impact de la mutation p.S15C de la protéine Casq2 sur 
l’expression, la localisation, et la capacité de polymérisation de la protéine à l’aide du clone 
élaboré. 
La première hypothèse était que la mutation pouvait empêcher l’adressage correct de la 
protéine au réticulum ou le clivage du peptide signal par l’endopeptidase dans la lumière du 
reticulum. Dans ce cas, la protéine mutée resterait à l’état de précurseur en conservant la 
séquence signal de 19 acides aminés. La protéine mutée présenterait donc une différence de 
masse moléculaire de 2 kDa avec la protéine sauvage.  
L’étude d’expression par immunoblot (Figure 26) n’a pas permis de mettre en évidence de 
différence de poids moléculaire entre la protéine sauvage et mutée, même si une variation de 
PM de 2kDa correspondant au 19 AA du PS n’est pas forcément distinguable sur un gel à 8%. 
D’autre gels ont été réalisés (15%, gradient 5-15% données non montrées) mais n’ont pas mis 
en évidence de différence de masse moléculaire. Les analyses en spectrométrie de masse 
pourront mieux répondre à cette question.  
Il a été décrit dans la littérature que des mutations situées dans le peptide signal pouvaient 
provoquer un défaut d’adressage et une dégradation de la protéine (Mencarelli et al. 2012). 
Malheureusement, il existe peu de données publiées sur des mutations de ce type, la plupart 
des articles sont des rapports de cas (Hussain et al. 2013, Beck et al. 2011, Shafer et al. 2013). 
Les études en immunoblot n’ont pas mis en évidence de dégradation de la protéine Casq2 
mutée p.S15C. Toutefois, le modèle de surexpression utilisé dans cette étude pourrait masquer 
une éventuelle dégradation qu’il serait possible d’observer en conditions physiologiques. 
Les études de localisation intracellulaire (Figures 27 et 28) ont montré que Casq2 taguée HA 
était dans le reticulum endoplasmique, en accord avec les données de la littérature (Kim et al. 
2007), et avec la localisation physiologique de Casq2 dans la lumière du RS du 
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cardiomyocyte. Les images d’accumulations périnucléaires observées restent après 
surexpression encore à documenter. Il n’est pas à exclure qu’une accumulation de la protéine 
se forment dans le RE, dans des conditions de surexpression mais cela n’a pas été rapporté 
lors de surexpression de la protéine non taguée. En revanche, il a été décrit des aspects de 
condensation de la protéine taguée par DsRed (Milstein et al. 2009). Il donc possible que ces 
images soient le fait de l’étiquette HA de la protéine. Pour étudier l’éventuel impact de 
l’étiquette HA sur l’existence d’images d’accumulation, un clone sans étiquette HA a été 
récemment élaboré au laboratoire et il est prévu d’étudier son profil en immunofluorescence 
après transfection.  
L’étude de glycosylation a montré que la protéine mutée ne se transitait pas par l’appareil de 
Golgi. Ce résultat confirme d’une façon plus quantitative l’expérience de co-marquage en IF 
de la protéine Casq2 avec la giantine. L’ensemble de ces résultats est donc en défaveur d’une 
altération de l’adressage ou du trafic de Casq2 portant la mutation p.S15C. Il semble donc peu 
probable que cette mutation joue un rôle sur la reconnaissance du PS par la SRP. 
Au total, il n’y avait pas de différence de localisation ni dans le transit par les études réalisées 
observable entre la protéine sauvage et la protéine mutée, néanmoins, ce résultat n’exclut pas 
la possible pathogénicité de la mutation p.S15C.  En effet, on peut s’attendre à une 
localisation normale de la protéine, mais avoir des défauts de polymérisation, ou des défauts 
fonctionnels. 
 
L’étude de polymérisation semble montrer une différence intéressante, elle suggère que la 
protéine mutée ne se dimérise pas correctement. (Figure 31). Cette donnée est d’autant plus 
intéressante que c’est la partie N-terminale de la protéine qui est impliquée dans la 
dimérisation. Il semblerait donc envisageable que la protéine mutée soit bien adressée au 
reticulum mais que le peptide signal ne soit ensuite pas clivé à cause de la mutation. En effet, 
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d’un côté, la protéine mutée est localisée au niveau du reticulum malgré la modification de la 
séquence du PS (voir études de localisation en immunofluorescence). D’un autre côté, la 
mutation semble être associée à des anomalies de dimérisation de la protéine alors que la 
dimérisation de la protéine fait intervenir une interaction entre les 2 parties N-terminales de 
deux protéines Casq2. Il est à noter également que la partie C-terminale joue un rôle après la 
dimérisation pour former des tétramères, et que l’étiquette HA en C-terminale peut gêner de 
façon artificielle cette polymérisation. Une seconde limite de ce résultat est la différence de 
protéines déposée dans les puits lors du WB. Il est prévu de réextraire en conditions non 
dénaturantes en plus grande quantités, et de doser les protéines pour pouvoir adapter les 
dépôts.  
Pour documenter l’absence de clivage ou non du peptide signal de la protéine Casq2 mutée 
p.S15C, il prévu de réaliser le séquençage de la partie N-terminale de Casq2 sauvage et mutée 
par spectrométrie de masse. Dans ce sens, j’ai mis au point le protocole 
d’immunoprécipitation de Casq2, qui permet d’obtenir la protéine purifiée en quantité (Figure 
32). Ce projet est prévu en collaboration avec la plateforme de protéomique EDyP du CEA de 
Grenoble.  
 
Au terme de cette deuxième partie de ce projet, j’ai donc pu réaliser différentes études à l’aide 
de deux constructions plasmidiques l’une contenant la séquence sauvage et l’autre mutée 
p.S15C de Casq2. Il semble que cette mutation pourrait affecter la dimérisation de Casq2. 
Toutefois, les approches réalisées ne permettent pas de démontrer avec certitude un impact de 
la mutation au niveau protéique. Le résultat du séquençage N-terminal pourra conclure à un 
clivage normal ou anormal du peptide signal pour la protéine mutée. Dans le cas d’un clivage 
normal, cela n’exclurait pas l’impact pathogène de la mutation p.S15C. En effet, même si 
l’hypothèse d’une altération de l’épissage reste peu probable comme l’ont montrées les 
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analyses in silico, on peut imaginer qu’une partie de la protéine n’est pas reconnue par la 
SRP, reste dans le cytosol, puis est dégradée. Seule la fraction correctement adressée 
pénètrerait dans le RE et serait détectable en spectrométrie.  
 
Ce travail a donc permis de valider  des outils bioinformatiques qui seront utilisable de 
manière systématique au laboratoire de Biochimie Génétique Moléculaire de Grenoble, pour 
le gène CASQ2 dans un premier temps, et pourra éventuellement être étendu à d’autres gènes. 
L’étude des transcrits leucocytaires permettra, en conjonction avec l’étude par minigène, une 
validation fonctionnelle des altérations d’épissage mises en évidence in silico. Enfin, le clone 
de CASQ2 sera utilisé pour étudier d’autres mutations faux-sens, des amorces de mutagénèse 
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Annexe 1 : Séquences des amorces de PCR et séquençage utilisées 
Exon 01F  TGTAAGGTATCTGGGGCTTG 
Exon 01R  TGGCCAAAGGCATTCCCTCGG 
CASQ_2eF  CTGAATCATCCTTCCCCTGA 
Exon 02Rb  TTTTCCTTTTGCAAGACACATTC 
CASQ_3eF  AATCCTGACCCCACTGTCAC 
CASQ_3eR  CAGGTTCTCCAGCTTGTCCT 
Exon 04F TACAACTTCCCTCCAATGCACTCT 
Exon 04R  AGAGGTGCTGAAGACCCATC 
CASQ_5eF  GGGGGAACTATGGGCTTAAA 
CASQ_5eR  GGGTCATCACTTTTCCTTGG 
CASQ_6eF GCTCTTGGCAGGTCTGAAAT 
Exon 06R  GTTCTGTACTGCTGGGGTACT 
Exon 7bF  GAGCAGGTCTGTTTCCTTAG 
Exon 7bR  TGAGCCGTCGTACCCAATCTGTC 
Exon 08F  CATTCCAGCTTCTGAGTCCCTGTC 
Exon 08R  CCAATATCTTGCAGTTGCATTG 
exon 09Fe  CAAGAGATCGCACAGGATCA 
exon 09Re  ACGCAATCATGAGGTTGTGA 
Exon 10F  CCAAGTCTTCAATTTGCTAAGT 
Exon 10R  CTGGCAAGTTTCCTTGAGCAG 
Exon 11F  GGGCACTCAGCATAGCTATTC 
Exon 11R  GCTAAGTGGGATTGCTGCAT 
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Annexe 2: Amorces du plasmide pCIneo 
pCINEO F : 5’ - GTT CAA TTA CAG CTC TTA AG – 3’ 
T3R : 5’ - ATT AAC CCT CAC TAA AGG G – 3’ 
 
Annexe 3: Amorces de clonage de CASQ2 
Ca2rnaF : 5’ - CAG CCT GTC TGC TCT CTC CT – 3’  
Ca2rnaR : 5’ - AAG TTT GCT TCC AAG GCT GA – 3’ 
 
 
Annexe 4 : Séquences des amorces sens Ca2HA_F et anti-sens Ca2HA_R:  
Ca2HA F : 5’ - AAAAGCGGCCGCCCACCATGAAGAGAACTCAC – 3’ 
Ca2HA_R : 
5’GATGACGATGATGATGAATACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAACTCGAG
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Résumé : 
La calséquestrine de type 2 (Casq2) est la protéine majeure de chélation du calcium dans le 
reticulum sarcoplasmique dans le muscle cardiaque. Elle est impliquée dans une sévère 
pathologie rythmique héréditaire : la tachycardie ventriculaire polymorphe 
catécholaminergique. Les mutations de CASQ2 identifiées à Grenoble au laboratoire de 
Biochimie et Génétique Moléculaire de 2007 à 2013 ont été recensées et l’impact sur 
l’épissage des mutations introniques et faux-sens a été évalué en utilisant des logiciels de 
prédiction. Deux mutations de CASQ2 ont fait l’objet d’une étude fonctionnelle: c.44C>G ; 
p.S15C localisée dans le peptide signal, et c.838+88T>G, une mutation intronique pouvant 
affecter l’épissage. Les prédictions in silico n’ont pas mis en évidence d’altération de 
l’épissage pour les variations faux-sens testées mais il apparaît que la moitié des mutations 
identifiées au laboratoire ont un impact sur l’épissage. L’utilisation d’un minigène sauvage et 
muté en 838+88T>G  a permis l’étude des transcrits in vitro et n’a montré aucun impact sur 
l’épissage. La mutation p.S15C a été étudiée in vitro par expression ectopique. Cette mutation 
ne semble pas affecter la localisation de Casq2 dans le reticulum. En revanche, l’étude de 
polymérisation suggérait un défaut de dimérisation de la protéine mutée, bien que ce résultat 
soit à confirmer. En conclusion, ces résultats n’ont pas pu prouver la pathogénicité des 
mutations p.S15C et 838+88T>G mais ont permis de valider de nouveaux outils pour l’étude 






Abstract :  
 
Cardiac calsequestrin (Casq2) is the major calcium storage protein in the sarcoplasmic 
reticulum of cardiomyocytes. It is involved in catecholaminergic polymorphic ventricular 
tachycardia, a severe inherited arrythmogenic disorder. CASQ2 mutations identified from 
2007 to 2013 in the Molecular Genetic Laboratory of Grenoble were gathered and splicing 
effects of intronic and missense mutations were evaluated with prediction softwares. 
Functionnal analysis of two CASQ2 mutations was performed: p.S15C, a missense mutation 
in the signal peptide, and c.838+88T>G, a deep intronic mutation possibly involved in 
splicing defect. In silico predictions did not detect any splicing effect for the missense 
mutations but half of the mutations identified in the laboratory were shown to affect CASQ2 
splicing. Wild-type and mutant c.838+88T>G minigene in vitro analysis showed no splicing 
defect. Wild-type and p.S15C mutant were analyzed after cell line transfections. 
Immunofluorescence studies, immunoblots, and glycosylation studies showed no effect of the 
p.S15C mutation. Polymerization studies suggested a dimerization defect for the mutant 
protein, although this results needs to be confirmed. In conclusion, these results could not 
prove the pathogenicity of the p.S15C and c.838+88T>G mutations but allowed the validation 
of new tools for further functional analysis in the laboratory. 
